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［略記法一覧表］
5・ASA：5一アミノサリチル酸、　ACF：異常陰窩病巣、　alk・SMase：アルカリ
性スフィンゴミエリナーゼ、　BSA：牛血清アルブミン、　CD：クローン病、
Cer：セラミド、　cfu：colony－forming　unit（生菌数）、　DAI：Disease　Activity
lndex、　DMH：1，2一ジメチルヒドラジン、　DSS：デキストラン硫酸ナトリウ
ム、　DTT：dithiothreitol、　ELISA：酵素免疫測定法、　FA：脂肪酸、　FBS：
ウシ胎児血清、　GL：糖脂質、　GluCer：グルコシルセラミド、　GluCerase：
グルコシルセラミダーゼ、　GM3：モノシアロガングリオシドGM3、　HPLC：
高速液体クロマトグラフィー、　IBD：炎症性腸疾患、　IEL：腸管上皮細胞間
リンパ細胞、　IFN：インターフェロン、　lg：免疫グロブリン、　IL：インタ
ーロイキン、　KPi：リン酸カリウム緩衝液、　LacCer：ラクトシルセラミド、
MPO：ミエロペルオキシダーゼ、　NBD：7－nitro－2－1，3－benzoxadiazol－4－yl、
PBS：リン酸緩衝生理食塩水、　PC：ホスファチジルコリン、　PE：ホスファ
チジルエタノールアミン、　PL：リン脂質、　PMN：多形核好中球、　SL：ス
フィンゴ脂質、　SM：スフィンゴミエリン、　　SMase：スフィンゴミエリナ
ーゼ、　So：スフィンゴイド、　TNFa：tumor　necrosis　factor一α（腫瘍壊死因
子）　TG：トリグリセリド、　Th細胞：ヘルパーT細胞、　Th1細胞：タイプ
1Th細胞、　Th2細胞：タイプ2Th細胞、　TLC：薄層クロマトグラフィー、
UC：潰瘍性大腸炎、　UDCA：ウルソデオキシコール酸
緒言
　近年、発展途上国を除いて、我々を取り巻く環境や食文化に劇的な変化が生
じたことにより、生活は著しく豊かになった。その反面、環境の変化による精
神的ストレスや偏食により、多くの人々がいわゆる生活習慣病への脅威に曝さ
れているのが現状である。このような社会背景のもと、人々は健康の維持・増
進や長寿を願い、特に我国も含めた先進諸国ではいわゆる生活習慣病の予防に
対する関心が高まっている。そのため現在では、ビタミン類やミネラル類も含
めて、食品添加物あるいは栄養補助物質（サプリメント）として生理活性物質
を摂取する人が多くなって来た。また、これまではイヌ・ネコは愛玩動物（ペ
ットアニマル）として扱われてきたが、最近は伴侶動物（コンパニオンアニマ
ル）として家族と同様に扱われるようになってきた。そのため、これらの伴侶
動物の食生活も大きく変化し、寿命が延びた一方で、高齢動物における健康維
持や様々な病気の予防が重要性を増して来た。つまり、ヒトも含めた高齢動物
の健康維持に対する人々の関心が高まっていると考えられる。そこで我々は、
健康の維持・増進に役立つ物質として最近注目されているスフィンゴ脂質、特
にスフィンゴミエリン（SM）およびグルコシルセラミド（GluCer）に着目して
研究を行った。
　SMおよびGluCerはスフィンゴイド（SMでは主にスフィンゴシン、　GluCer
では主に4，8－Sphingadienineまたは8－Sphingenine）に脂肪酸がアミド結合し
たセラミドにホスホリルコリンまたはグルコースが結合した脂質である（Fig．
0－1）。SMを含む食品としては主に牛肉、豚肉、鶏肉、牛乳、および鶏卵があり、
GluCerは主に米や小麦など穀類に含まれているため、ヒトやペット動物は微量
ではあるが食餌成分として通常摂取している（1）。スフィンゴ脂質は、以前は
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mammalians，　and
細胞膜の成分であること以外の機能は知られていなかったが、近年、細胞増殖、
細胞分化、アポトーシスなどを調節することが示唆されている（2，　3）。SMおよ
びGluCerの分解産物であるセラミドがヒト白血病細胞（ヒト白血病培養細胞、
HL－60）の分化誘導時に、細胞内シグナルとして働くことが示唆されたことに始
まり（4）、温熱ショック、TNF一α、　Fas抗体、抗癌剤などの様々なストレスに
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よるアポトーシス誘導などがセラミドを介して伝達されることが明らかにされ
て来た（5，6）。一方、セラミドの分解産物であるスフィンゴイド（主にスフィ
ンゴシン）は結腸癌由来培養細胞のアポトーシス誘導やプロテインキナーゼC
の活性阻害などの種々の作用が報告されている（7）。また、セラミドとスフィ
ンゴシンは上述のような細胞増殖の制御に関する作用だけでなく、免疫系に対
して影響を及ぼすと報告されている（8，9，10）。このように、スフィンゴ脂質は
動物の細胞増殖、癌化および免疫元進などの細胞機能に関連したシグナル伝達
系を調節する重要な脂質として注目を集めている。
　特に興味深いのは、1，2一ジメチルヒドラジンで誘発したマウスの大腸前癌病変
（aberrant　crypt　foci；ACF）の形成がSMまたはGluCerの経日投与により、顕
著に抑制されたと報告されている点である（11，12，13）。ACFはマウスとヒト
において前癌状態の指標と考えられているので（14）、この実験結果は食餌由来
のSMとGluCerが大腸癌などの予防・抑制効果をもつ可能性を示唆する。セラ
ミドとスフィンゴシンは結腸癌由来培養細胞のアポトーシスを誘導することか
ら（15）、摂取したSMまたはGluCerが腸管内でセラミドとスフィンゴシンに分
解・吸収され、大腸癌を抑制することを示唆するものと解される（Fig．　o－2）。
SM、　GluCer、セラミド、およびスフィンゴイドはヒト、サル、ラット、および
マウスの胆汁または消化管粘膜に存在することから消化管内容物中に幾分か存
在するため（16－20）、上述の結果は動物由来のスフィンゴ脂質だけでは大腸癌
などの予防・抑制をするには不十分であることを示唆する。
　アイソトープで標識したSMまたはGluCerをラットに経ロ投与した試験およ
びマウスの結紮腸管に注入した試験で、SMとGluCer自体はほとんど吸収され
ないが、腸管粘膜上皮中のSM、　GluCer、セラミド、およびスフィンゴシンに放
射能が検出されたと報告されている（21，　22）。これらの結果から、SMは一度
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Fig．0・2．　A　model　for　the　suppression　of　colon　cancer　by　the叩take　of
sphingoid　bases　and　ceramides　derived　from　the　digestion　of　dietary
sphingolipids．
セラミドとスフィンゴイドに分解され、粘膜上皮細胞に取り込まれた後にその
一部がSMに再合成されると考えられている。また、マウスの結紮腸管では、
セラミドよりもスフィンゴシンの方が吸収され易いという結果が得られている
（23）。これは、SMを経ロ投与した場合、セラミドまでの分解だけでなく、ス
フィンゴイドにまで分解されることが重要であることを意昧する。しかし、SM
またはGluCerをラットに経ロ投与した試験では、　SMまたはGluCerの多くが
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分解されずに糞中に排泄されている（21，22）。このことから、食餌中のスフィ
ンゴ脂質の多くは分解・吸収されずに排泄されていると推測される。そのため、
食餌中のスフィンゴ脂質の分解を促進することにより、スフィンゴ脂質が疾病
に及ぼす効果が増強されると考えられる。
　SMをセラミドに分解するスフィンゴミエリナーゼ（SMase）がブタとラット
の膵液および腸粘膜（24）に、またラットおよびヒトの腸管内と胆汁中（25，26，
27，28，　29）に存在することが示されている。ラットでは、SMase活性は空腸で
最も高く、回腸で一旦下がるが、結腸と直腸で再び上がるので（25）、腸内細菌
がSMaseをもつ可能性がある。しかし、ヒトではSMの分解に腸内細菌は関与
しなかったと報告されている（26）。また、GluCerを含むスフィンゴ糖脂質を
セラミドに分解するグリコシルセラミダーゼがマウスとラットの小腸粘膜に存
在することが示されている（30，31）。そして、セラミドをスフィンゴシンに分
解するセラミダーゼがブタの膵臓とラットの小腸粘膜の刷子縁膜に存在するこ
とが知られている（27，28，32）。しかし、これらの酵素が上記以外の動物に存
在するか否かについては調べられていない。また、これらの酵素をもつ腸内細
菌は知られていない。
　以上のような背景と観点から、スフィンゴ脂質の経ロ投与による疾病の予
防・抑制と腸内細菌によるその効果の増強を目的として、本研究では以下の点
を検討した。すなわち、スフィンゴ脂質の経ロ投与による効果に関しては、大
腸癌および炎症性腸疾患の予防・抑制効果、免疫賦活効果、アトピー性皮膚炎
の症状の緩和効果などについて調べた。また、GluCerをセラミドに分解する酵
素であるグルコシルセラミダーゼ（GluCerase）を持つ腸内細菌を検索し、この
菌を腸管内で増加させる方法や条件を調べた。
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　一方、セラミドは皮膚の角質層にも多く存在することから（33，34）、皮膚障
害（肌荒れ、乾燥肌、乾癬、アトピー性皮膚炎など）の予防・抑制においても
注目されている。哺乳類の肌は真皮と表皮から成り、表皮は肌の乾燥防止と異
物の侵入に対するバリア機能を行っている（35；Fig．　o－3）。このバリア機能は、
主に角質層の細胞間脂質により左右される。細胞間脂質だけについてのデータ
はないが、角質層にはセラミド、コレステロール、および脂肪酸がほぼ等モル
ずつ存在し、これらの脂質が表皮のバリアの恒常性の維持に寄与していると言
われている（36，37）。特に、角質細胞間に存在するセラミドがラメラ層（肌の
角質層で細胞と細胞の“つなぎ’の役目を果たし、水分の蒸発を防ぐ「細胞間脂質」
の2層構造のこと。ラメラ層が厚い方が保湿性とアレルゲン等の外来性異物に
対する防御能が高いと考えられている。）の形成に重要な働きを持つことが、モ
デル動物や培養細胞を用いた実験だけでなく、ヒトの正常な皮膚と異常な皮膚
の比較によっても明らかにされつつある（38，　39）。
皮脂護＝＝皮脂（油分）＋汗（水分）
噸穐9
角質細胞
角質細胞 角質細胞 NMF十水分
【皮膚の断薗園と角質層拡大図】
Fig．　O・3．　Schematic　illustratien　of　human　skin．
　　　　　　“インターネットより”
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　また、アトピー性皮膚炎（40－42）と乾癬（43，44）の患者においては角質層
のセラミド量が減少していると報告されていることから、セラミドはこれらの
疾患と関連があると考えられている。角質層のセラミド量が減少する原因とし
て、アトピー性皮膚炎では角質層中のスフィンゴ脂質の代謝バランスの変化が
挙げられる。つまり、アトピー性皮膚炎の患者ではGluCer－SM一デアシラーゼ活
性の上昇が生じることから（45－47）、結果としてセラミドの減少およびグルコ
シルスフィンゴシンとスフィンゴシルポスホリルコリンの増加が起こる。これ
らのことから、皮膚障害、特にアトピー性皮膚炎の発症の予防・抑制および（ま
たは）症状の改善をするには、角質細胞間脂質中のセラミドの割合を高めるこ
とが望ましいと考えられ、事実、セラミドの前駆物質であるGluCerの経皮およ
び経ロ投与がアトピー性皮膚炎の症状の改善や経皮水分蒸散量の低下などの効
果を持つことが示されている（48－50）。しかし、経ロ摂取したGluCerが分解・
吸収され、皮膚まで辿り着く量は微量であると推測されるため、その効果は極
めて複雑なメカニズムによるものと考えられる。また、GluCerを経皮投与して
も、上述の通りアトピー性皮膚炎の患者ではGluCer－SM一デアシラーゼ活性の上
昇が生じていることから、角質細胞間のセラミド量があまり増加しないと思わ
れる。さらに、セラミドが腸管から吸収され易いのに対し、GluCerは吸収され
にくいことが報告されているので（51）、皮膚においてもGluCerは皮膚の角質
層の細胞間脂質へ浸透しにくいことが容易に推測される。これらのことから、
皮膚障害の予防・抑制および／または症状の改善を目的とした場合は、GluCer
ではなくセラミドとして経皮投与することが好ましいと考えられる。
　一方、角質層における保湿性や角質層の張りは美容上も重要視されており、
GluCerはサプリメント、化粧品、ハンドクリームなどにも利用されている。植
物由来のGluCerをヒトが食品として摂取すると、肌水分の蒸散を抑制し、肌の
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潤いを取り戻すと報告されている（52、53、54）。また、肌の張りや弾力性は、
コラーゲンがコラーゲン線維束としてフィプロネクチンと共に格子状の構造を
構築することで保たれていると考えられているが、ヒト皮膚由来の培養細胞を
用いた試験によりGluCerがフィプロネクチン産生を促進することが明らかとな
っている（53）。さらに、興味深いことに、GluCerとセラミドはメラノサイト
のメラニン産生を抑制し（52、55）、特にセラミドの方がその効果が高いと報告
されていることから（52）、セラミドが肌の美白効果を持つと考えられている。
このように、セラミドは様々な美容効果を持ち、その効果はGluCerよりもセラ
ミドの方が高く、セラミドは直接皮膚に塗布する方がはっきりとした効果を見
出すことが出来るとされている（52）。これらのことから、肌に対する美容効果
を目的とした場合にも、GluCerではなくセラミドとして経皮投与することが好
ましいと考えられる。
　しかし、セラミドの安価な製造法がないため、現在はセラミドの代わりに
GluCerが用いられている。そのため、セラミドの安価な製造法の確立が望まれ
る。一方、上述の通りアトピー性皮膚炎では角質層中の代謝バランスが変化し
ていることから、皮膚にSMaseを塗布することでアトピー性皮膚炎の症状が改
善されることが示されている（56）。角質細胞間のセラミドの主な前駆物質は
GluCerであることから（57）、皮膚にGluCeraseを塗布することで、アトピー
性皮膚炎と始めとする皮膚障害の症状の改善効果がSMaseよりも高くなること
が期待される。
　そこで本研究では更に、スフィンゴ脂質の経皮投与による皮膚障害の予防・
抑制を目的として、以下の点を検討した。すなわち、現在はこれらの研究に関
しては主に植物性GluCerが用いられているが、　GluCerは皮膚の角質層の細胞
間脂質（セラミドが蓄積すべき場所）へ浸透しにくく、セラミドの形にする方
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がはるかに効果的と考えられるため、まず皮膚における透過性の違いについて
確認し、次いでセラミドの経皮投与によるアトピー性皮膚炎の症状の緩和効果
について調べた。
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第1章
サプリメントとしての利用を目的とした
　スフィンゴミエリンの調製法の改良
　　　　　　　　　　　　　　　　　序
　緒言でも述べたように、スフィンゴミエリン（SM）の経ロ投与が種々の効果
をもつことから、食品・飼料の添加物やサプリメントとしてのSMの利用が期
待される。しかし、現在はSMは牛乳などから抽出・精製されており、その生
産コストが極めて高い。その理由として、SMはカラムクロマトグラフィーによ
って調製されているため、大型で特別な装置を必要とするだけでなく、多大な
労力と時間、および特殊な技術を必要することが挙げられる。また、大量の有
機溶媒が必要である。従って、現在の状況でSMを日々摂取する食品・飼料の
添加物やサプリメントとして利用することは極めて困難であり、実用のために
はコストダウンが不可欠と考えられる。
　そこで、我々は鶏卵およびブタの脳からの安価で簡便なSMの調製法を検討
した。本研究はSMの実用化の可能性を高めるだけでなく、SMについての研究
の活性化にもつながると期待される。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法
鶏卵の卵黄およびブタの脳からの総脂質の抽出
　　10個の鶏卵から卵白を取り除いて卵黄のみを集めた後、凍結乾燥により水
　分を完全に除去した。また、他の動物試験機関から譲渡されたブタの新鮮脳
　（約400g）を包丁とはさみで細切した後、同様に凍結乾燥した。乾燥した卵
　黄および脳からクロロホルムーメタノール（2：1、vlv、　C－M）で総脂質を抽出
　した。C－Mは、初回の抽出に500　mL、残渣の洗浄に100　mLを用いた。抽出
　操作の詳細は常法に従った。ロータリーエバボレータで減圧濃縮した総脂質
　を少量のクロロホルムに溶解して一20°Cで保存した後、SMの調製に用いた。
　総脂質は、いずれの原料の場合も約60g得られた。
ケイ酸塩カラムクロマトグラフィー
　　乾燥したケイ酸50gにC－M（1：1）を加えてスラリー状にした後、29°／oア
　ンモニア水10　mLを加えて撹拝した。続いて、6NのHCIで中和した後、水
　で洗浄した。乾燥後、クロロホルムでスラリーにして15×300mmのクロ
　マト管に充填した。担体の調製法とカラムからの溶出法の詳細はRouserらの
　論文で述べられている（1）。溶出溶媒の流速は1mLlminとした。
薄層クロマトグラフィー（TLC）によるSMの分析
　　分画した脂質の分析は、TLCによって行った。プレートとしてKieselgel　G
　（Merck、10×10cm）を用い、クロロホルムーメタノールー水一酢酸（65：35：4：1）
　またはヘキサンーエーテルー酢酸（60：30：1）で展開した。展開後、リン脂質（PL）
　の検出のためのリン呈色試薬であるD耐mer－Lester試薬（2）、コレステロー
　ルの検出のための5096硫酸、糖脂質（GL）の検出のためのアニリンージフェ
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ニルアミンーリン酸試薬（3）を噴霧した後、120°Cで5分加熱した。またSM
の検出のためには、Dittmer－Lester試薬の他に、コリン呈色試薬である
Dragendor肝試薬（4）およびNH基呈色試薬（5）を噴霧した。　NH基の呈色
には、まず試薬1（次亜塩素酸ナトリウム、ベンゼン、および酢酸の混液）の
噴霧後、試薬2（ヨウ化カリウムと可溶性デンプンの溶液）を噴霧した。SM
は、これらの呈色試薬に陽性であること、および標準物質（純度99％，ウシ
脳製，Sigma）とRf値が一致することにより同定した。　SMおよびその他の脂
質の定量は、プレートを炭化（50％硫酸の噴霧後、120°Cで20分加熱）した
後、Fluor－S　Multilmager（Bio－Rad　Laboratories，　USA）で画像解析し、
Multi－Analyst（Bio－Rad　Laboratories，　USA）を用いて行った。定量には、各標
準物質を用いて作成した検量線を用いた。総脂質中のSMの定量は、プレー
トへの着点量を減らし、SMが十分に分離する条件下で同様にして行なった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　結果
弱アルカリ加水分解によるグリセロリン脂質の除去
　　種々の条件を検討した結果、以下のような加水分解法を確立した。まず、
　卵黄および脳の総脂質（それぞれ約60g）からクロロホルムを溜去した後、
　ねじロ瓶（250mL）に移し、　O．1　N　NaOHのメタノール溶液150　mLを加え
　た。次に、卵黄の場合は100°Cの湯浴中で1．5時間加熱して水解した。脳の場
　合はPLが多かったので、3時間加熱した。冷却後、　NaOHおよび水解によっ
　て生じた水溶性物質（鹸化物画分）を除去した。すなわち、1Lの瓶に移した
　後、クロロホルム300　mLと水150　mLを加えて5分間撹拝した。次いで、
　遠沈（1，000×g、5分間）した後、水層（メタノールも含む）を吸引除去し
　た。再び、水150mLとメタノール150　mLを加えて撹拝・遠沈し、水層を
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除去した。この操作をもう1度繰り返した。残ったクロロホルム層（不鹸化
物画分）を減圧濃縮した後、少量のクロロホルム溶液として保存した。不鹸
化物画分は、卵黄の場合は3．5g（Table　1）、脳の場合は19g（Table　2）得られ
た。
　総脂質および不鹸化物画分をTLCで調べたところ、アルカリ加水分解によ
りトリグリセリド（TG）とPLが検出されなくなり、SMのスポットが明瞭に認
められた（Fig．1）。この条件でTGやPLなどのグリセロ脂質はほぼ完全に水解
されるが、SMはほとんど水解されないことが判明した（Table　1および2）。そ
の結果、SMの含有割合がかなり高くなった。卵黄の場合は水解により大部分
の脂質が除去されたが、SM含量が低かったのでSMの純度はそれ程高くなら
なかった。Fig．1では色はわからないが、硫酸噴霧後の加熱による発色から、
卵黄の不鹸化物画分中のSM以外の主な物質はコレステロールと考えられた
（コレステロールエステルもこの条件で水解された）。脳は、SM含量は高か
ったがコレステロールが多い上にGLも多かったので、この場合もSMの純
度はあまり高くなかった。
アセトン沈殿による卵黄不鹸化物画分からのSMの分画
　　クロロホルムを溜去した不鹸化物画分50gを200　mLの室温のアセトンに
　溶解し、遠沈管に移した。これを一40°Cの冷凍庫で一晩静置した後、遠沈
　（10，000×g、10分間、－20°C）した。上清液を吸引除去した後、冷アセトン
　200mLを加え、－40°Cの冷凍庫で2時間静置した。同様に上清液を除去した
　後、さらにこの操作を1度繰り返した。最後に、沈殿を少量のクロロホルム
　に溶解して回収した。このアセトン不溶画分は、0．41gであった（Table　1）。
　この段階でコレステロールはほぼ除去され（Fig．2およびTable　3）、　SMの純度
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は約930／oとなった（Table　1および3）。残りは、ほとんど（約6％）が脂肪酸（FA）
であった（Fig．3およびTable　3）。総脂質からのSMの回収率は900／oであった
（Table　1）。
Table　1・1．Purification　process　ef　SM　from　chicken　egg　yolk1）．
Purification　step
Tbtal
amount
（A；9）
Amount
of　SM
（B；9）
BIA
（％）
Recovery　of
SM（％）
Tbtal　Iipids
Unsaponifiable　fraction
Acetone－insoluble　fraction
60
3．5
0．41
0．42
0．40
0．38
0．7
11．4
92．7
100
95．5
90．0
1）Ten　eg9s　were　used．
Table　1・2．　Purification　process　of　SM　from　pig　brain1）．
Purification　step
TbtaI
amount
（A；9）
Amount
of　SM
（B；9）
BIA
（％）
Recovery　of
SM（％）
Total　lipids
Unsaponifiable　fraction
Acetone－insoluble　fraction
Pyridine－insoluble　fraction
58．4
19．0
6．6
3．2
?????6．5
19，5
47．0
91．0
100
97．4
81．6
76．3
1）Six　brains　were　used．
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←PE
←PC
←SM
a　b　c　d　e　f
Fig．1・1⊥ipids　present　in　the　fractions　from　egg　yolk　and　pig　brain　as
separated　by　TLC　with　a　developing　solvent　of
chloroform・methanol・water・acetic　acid（65：25：4：1）and　detected　with　50％
H2SO4．
　Tbtal　lipids　from　egg　yolk（a），　unsaponifiable　fraction　from　egg　yolk（b），　total
Iipids　from　pig　brain（c），　unsapon而able　fraction　from　pig　brain（d），　SM（e），　and
SM，　phophatidylethanolamine（PE），　and　phophatidylcholine（PC）（f）．
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a b　c
←GL
←SM
Fig．1・2．　Lipids　present　in　the　acetone・insoluble　fraction　from　egg
yolk　and　pig　brain　as　separated　by　TLC　with　a　developing　solvent　of
chtoroform・methanol・water・acetic　acid　（65：25：4：1》and　detected
with　50％H2SO4．
Egg　yolk（a），　pig　brain（b），　and　SM　plus　GL（c）。
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Aa　b　c
←SM
B
a　b　C　d　e　f　g
β一Carotene
Trio■ein
1＿inoleic　acid
Cholesterel
←SM
Fig．1・3．　TLC　of　the　lipids　in　the　acetone・insoluble　fraction　from
egg　yolk　and　the　pyridine・insolubte　fraction　from　pig　brain．
A。Developed　with　chloroform－methanol－water－acetic　acid（65：25：4：1）
and　detected　with　50％H2SO4．
Egg　yolk（a），　pig　brain（b），　and　SM（c）．
B．Developed　with　hexane－ether－acetic　acid（60：30：1）and　detected
with　50％H2SO4．
　Egg　yolk（a），　pig　brain（b），　cholesterol（c），　linoleic　acid（d），β一carotene
（e），triolein（f），　and　SM（g）．
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アセトンおよびピリジン沈殿による脳不鹸化物画分からのSMの分画
　　脳の場合にはコレステロールが多く含まれていたため、4°Cのアセトンを用
　いてアセトン不溶画分を集めた。この処理で、SMの大きなロスなしにコレス
　テロールがほぼ除去できた（Table　2およびFig．2）。しかし、この画分にはま
　だGLが多く残っていたので（Fig．2）、さらに以下の分画を行った。すなわち、
　アセトン不溶画分（6．6g）を50°Cのピリジン30　mLに溶解し、遠沈管に移
　した後、4°Cで一晩静置した。次いで、これを遠沈（1　O，OOO×g、5分間）し、
　上清液を吸引除去した。再び沈殿に30mLのピリジン（4°C）を加えて撹＃
　し、遠沈した後、上清液を除去した。この洗浄操作をさらに1回繰り返した。
　その沈殿（ピリジン不溶画分）は3．2gであった（Table　2）。この段階で、　SMの
　純度は9196になり、SMの回収率は約760／・であった。つまり、純度は卵黄
　と同様であったが、回収率は低くなった。ピリジン不溶画分には、FAとコレ
　ステロールがそれぞれ4°／・程度含まれていた（Fig．3およびTable　3）。
Table　1・3．　Compositions　of　the　acetone・insoluble　fraction　of　egg　yolk　and
the　pyridine胴insoluble　fraction　of　pig　brain．
Lipid Egg　yolk（％） Pig　brain（％）
SM
TG
FA
Cholesterol
Others
92．7
　1．0
6．3
＜0．1
＜0．1
91．0
0．4
4．4
4．1
＜0．1
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ケイ酸塩カラムクロマトグラフィーによる卵黄アセトン不溶画分からのSMの
分画
　　カラムに卵黄アセトン不溶画分300mgをロードした。溶出条件を検討した
　結果、溶媒としてクロロホルム100mLを流し、続いて1．5°／oH20を含むC－M
　混液（7：3）を700mL流すことによりFig．4のような溶出パターンが得られ
　た。すなわち、最初のクロロホルムで溶出されたピークには微量の色素類、
　TG、コレステロール、およびFAが含まれていた（データ省略）。　SMは幅広
　いピークとなったが、前のピークとは完全に分離された。このSM画分を回
　収してTLCで確認したところ、他のスポットは全く検出されず、　SMの純度
　は99％以上と考えられた。
50
40
30
20
10
0
一10
　－100 0 100　　　200　　　300　　　400　　　500　　　600　　　700　　　800
　　　　EIUtiOn　vOIUme（ml）
Fig．1・4．　Separation　of　SM　from　the　acetone・insoluble　fraction　of　egg　yolk
by　silicate　column　chromatography　with　elution　solventS　of　chloroform（a》
and　C・M（7：3）plus　1．5％H20（b）．　PeakA：TG　plus　FA，　Peak　B：SM．
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　　　　　　　　　　　　　　　　考察
　総脂質中のSM含量は、卵黄ではO．70／・（Table　1）、ブタの脳では6．9％（Table
2）であったが、これは報告されている数値と同様であった（6，7）。SM含量から
考えれば、ブタやウシの脳から抽出する方が好都合と考えられるが、脳にはGL
が多く含まれているので、SMの精製には余分な処理（ピリジン処理）が必要と
なるばかりでなく、回収率もやや低くなる。また、頭蓋骨から脳を取り出すの
に手間がかかるであろう。しかし、家畜の脳を使うことは廃棄物の有効利用と
なり、将来的には有意義なことと思われる。但し、特にウシの脳の場合はBSE
（狂牛病）の問題があり、現在は利用できない。
　従って、当面は鶏卵を原料とするのが好都合と考えられる。卵黄の場合は、
総脂質の希薄アルカリでの水解とアセトン沈澱だけでSMが純度90％以上に精
製できた。総脂質からの回収率もgoo／oであった。さらにカラムクロマトグラフ
ィーを行えば純度9996以上に精製できるが、サプリメントとしての利用には、
その必要はないと思われる。コレステロールは含まれないので、これで十分で
あろう。鶏卵10個（約550g）から約0．4　gのSMが得られたので、1gのSMを
得るには25個の鶏卵が必要であるが、コスト的にはそれほど高価ではないと思
われる。
　この方法によるSMの調製は、従来のようなカラムクロマトグラフィーを用
いる精製法のように煩雑な手間暇も特別な技術も必要としないで90°fO以上の純
度と回収率を得られる点が好都合である。また、この方法はカラムクロマトグ
ラフィーを用いた精製法と比較して使用する有機溶媒の量がはるかに少なく、
しかもカラムクロマトグラフィーで用いるクロロホルムより安価なアセトンを
用いるため、精製コストが飛躍的に改善されると考えられる。卵白や卵黄タン
パクは、別途利用できると思われるので、原料も安価となろう。さらに、この
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方法はカラムクロマトグラフィーのように一度に分離出来る量が限られず、特
別の装置を使わないで大量精製が行なえるという利点もある。
　これまで、SMはラット・マウスなどの小動物を用いた試験で様々な生理作用
を及ぼすことが報告されているが、コストの問題もあって、これより大きい動
物では調べられていない。上に述べたように操作が簡単で安価にSMを調製す
ることが出来たことは、ペット動物などやヒトに近いサルなどの大きい実験動
物に投与して効果を調べることが容易になったことを意味する。将来的には、
SMを食品・飼料の添加物やサプリメントとしてヒトやペット動物に利用する道
が開かれるものと思われる。
　しかし、SMはセラミドやスフィンゴシンに分解されないと吸収され難く、SM
を摂取してもかなりの量が糞中に捨てられてしまう（8）。緒言で述べたように、
腸内細菌もSMを分解すると思われるが、それでもまだ分解能は高くないと考
えられる。従って、分解能の高い菌を見つけ、その菌の数を増やすことを考え
る必要がある。これは、今後の重要課題であろう。
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　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　種々の生理活性をもつスフィンゴミエリン（SM）を食品・飼料の添加物やサプ
リメントとして利用することを目的として、鶏卵およびブタの脳からの安価で
簡便なSMの調製法を検討した。これらの原料から抽出した総脂質を希薄アル
カリで水解したところ、SMがほとんど水解されないでグリセロ脂質がほぼ完全
に水解された。その結果、SMはグリセロ脂質を含まない不鹸化物画分として濃
縮された。この不鹸化物画分を冷アセトンで処理したところ、SMはアセトン不
溶画分に分画され、コレステロールが除去された。鶏卵の場合は、SMの純度は
約93％となり、総脂質からのSMの回収率は90％であった。ブタ脳の場合は、
SM含量は高かったがアセトン不溶画分にまだ糖脂質が含まれており、さらに冷
ピリジン沈澱によって除去する必要があった。SMはピリジン不溶画分に分画さ
れ、純度は91％になったが、SMの回収率は約76％であった。鶏卵のアセト
ン不溶画分をさらにケイ酸塩カラムクロマトグラフィーで分離したところ、SM
の純度は99％以上となったが、サプリメントとしての利用には、そこまでの精
製の必要はないと思われる。種々の点から、鶏卵を原料とするのが有利と考え
られ、卵黄脂質を希薄アルカリで水解した後にアセトン沈澱を行えば、容易か
つ安価にSMが調製でき、鶏卵10個（約550　g）から約O．4　gのSMが得られる。
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　　　　　　　　第2章
イヌの大腸癌の予防・抑制のための
　　スフィンゴミエリンの利用と
　腸内細菌によるその効果の増強
　　　　　　　　　　　　　　　　　序
　前章で述べたように、簡単で安価にSMを調製することが可能となったが、
SMはセラミドやスフィンゴシンに分解されないと吸収され難く、摂取してもか
なりの量が糞中に排泄されると報告されている（1）。SMの利用効率を高めるた
めには、腸内細菌によりSMの分解を増強するのが好ましい。特に大腸癌の予
防・抑制という観点から言えば、SMが大腸まで流下し、腸内細菌によって分解
されてセラミドやスフィンゴシンとなって吸収されるのが効率がよいと考えら
れる。
　そこで、我々は先ずマウスの消化管におけるSMの分解の様相を詳細に調べ、
腸内細菌の関与についても検討した。また、イヌの腸管にSMaseおよびセラミ
ダーゼをもつ菌が存在するか否かを調べた。
　　　　　　　　　　　　　　材料と方法
実験動物
　4週齢のJcl：ICR系オスマウス（日本クレア、東京）を供試し、飼育室内の
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温度を21－24°Cに、湿度を50－70％に、また明暗周期を12時間に設定した。
全般的飼育・管理は、明治大学実験動物取り扱い指針に従って行なった。飼料
としては、大腸ACFに関する実験ではマウス・ラット・ハムスター用固形飼
料CE・・2（日本クレア）を粉砕して用い、また腸管におけるSMの分解に関す
る実験ではラット・マウス用粉末飼料A囚一76（同上）を用いた。飼料と水は
自由摂取とした。試験は、1区5頭で実施した。全般的飼育・管理は、明治大
学実験動物取り扱い指針に従って行なった。
ACF形成に及ぼすSMの影響
　この試験は、Fig．2－1－A（試験1）のような計画で実施した。すなわち、マウ
スを代謝ケージと試験飼料（粉砕したCE－2）に馴化させた後（予備飼育；10
日間）、0．OSo／o（wlw）のSM（Sigma社製）を添加した飼料を4週間給与した（本
試験）。SM添加飼料を1週間給与した時点で1，2一ジメチルヒドラジン（DMH，
Aldrich社製；50　mglkg体重）を投与し、更に5日後に2度目の投与を行った。
DMHは、0．9％NaClを含む40　pM　EDTA（pH　6．5）に溶解した後、胃ゾンデ
で強制的に経ロ投与した。本試験の後に屠殺し、Birdの方法でACFを検出し
た（2）。つまり、マウスを頚椎脱臼により屠殺し、腸管の結腸および直腸を切
り取って管腔内をKreb’s　Ringer液で洗浄した。それらの腸管を縦軸方向に切
り開き、ろ紙の間に挟んで10％ホルマリンに浸した後に固定した。次いで、
0．2　°fOのメチレンブルーを含むKreb’s　Ringer液で30－60分間腸管を染色した。
染色した腸管を、粘膜側が上になるようにしてスライドガラスに乗せ、鏡検に
よりACFの数を測定した。
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A．　Experiment　1（Ef「ect　of　SM　on　ACF．）
Day0 10
D D
↓　↓
17　－22
A
　　　　　　　　CE－2
　　　　　　（Prefeeding） 一　　CE－2＋SM
←?
B．Experiment　2　（Relationship　betWeen　hydrolysis　of　SM　in
　　　　　　　　　　　　　　gastrointestinal　tract　and　intestinal　bacteria．》
Day0
← Prefeeding
10－　13
→
???????
＜■一一一一一一一一一一一一一一一一一　　　AntibiotiCt∋　　　一一一一一一一一一一一一→
CE－2－－P－CE－2・SM
Fig．2・1．Protocol　for　the　animal　experimentS．
D：DMH　administration，A：Autopsy．
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消化管内におけるSMの分解と腸内細菌の関与
　この試験は、Fig．2－1－B（試験2）のような計画で実施した。すなわち、試験
1と同様に、先ずマウスを粉末飼料（AIN－76）に馴化させた後に（予備飼育；
10日間）、抗生物質の投与によって腸内細菌を除去した。すなわち、Koopman
らの方法に従ってストレプトマイシンとネオマイシン（和光純薬工業）をそれ
ぞれ5mglmLとなるように飲用水に溶解して与えた（3）。抗生物質の投与開
始の翌日には、すでに腸内細菌は鏡検では検出されなかったが、試験終了時ま
で抗生物質の投与を続けた。抗生物質投与開始の4日後より、0．10／oSMを添
加した粉末飼料を一週間給与した。飼料摂取量の測定とマウスの糞の採取は毎
日行なった。
糞中混合微生物によるSMの分解
　加熱銅片を充填したカラムを通過させることによって02を除去したCO2の
通気下で、イヌ（2g）およびマウス（0．25　g）の新鮮な糞便を15　mLの増殖
培地に懸濁した。マウスの場合は、5頭分の糞便を一括して1グループとし
　（0．25g）、3グループを供試した。イヌの場合は、12頭の糞便を用いた。増
殖培地は、ヤギのルーメン液の遠沈上清液　（4）と基礎培地を1：3の割合で混
合して調製した。基礎培地は次のような組成であった（g1L）。即ち、　K2HPO4
0．45、KH2PO4　0．45、（NH4）2SO4　0．9、　NaCl　O．9、　CaCl2・2H20　　0．12、
MgSO4・7H20　0．19、トリプチケース・ペプトン（BBL；Becton　Dickinson，
Cockeysville，　MD，　USA）1．0、酵母抽出エキス（Difco　Laboratories，　Detroit，　M　l，
USA）1．0、グルコース　1．0、セロビオース1．0、マルトース1．0、および
システイン・HCI　1　．0　（pH　7，0）。　SMは、次のようにして添加した。即ち、
適量のクロロホルムとメタノールの混液（C－M，2：1）に溶解して30mLワクチ
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ンバイアルに入れ（2．84　pmol／バイアル）、　N2の噴射によって溶媒を溜去した後、
02を除去したCO2の通気下で15　mLの培養液を分注した。培養は3連とし、
37°Cで嫌気的に10時間行った。培養中、嫌気的に調製したNa2CO3溶液を添
加して培養液のpHを6．7－7．0に維持した。対照区として、イヌおよびマウス
の新鮮な糞便をオートクレープで滅菌したものを接種した。
スフィンゴ脂質の分析
　飼料、糞、および腸管内容物中に含まれる脂質の抽出は、C－M混液（2：1，v／v）
　を用いて常法に従って行った。抽出した総脂質を、O．1　N　NaOHとメタノール
　の混液を用いて弱アルカリ加水分解（100°C、10分）することにより、総脂
　質中のグリセロリン脂質を除去した。すなわち、水解後、2倍量のクロロホル
　ムと同量の水を加えて二層に分配し、水層を除去した。残ったクロロホルム
　層を減圧濃縮した後、薄層クロマトグラフィー（TLC）により分離した。　TLCプ
　レートとしてはKieselgel　G（Merck、10×20　cm）を用い、展開溶媒としては
　クロロホルム＋メタノール＋水＋酢酸（65：25：4：1，vlv）を用いた。展開後、
　NH基呈色試薬でSM、セラミド、およびスフィンゴシンを検出してRf値を
　求め（5）、そのRf値に基づいて、別のプレートのSM、セラミド、およびス
　フィンゴシンのスポットの周辺を別々にかき取った。スフィンゴシン画分の
　場合は、メチルオレンジで発色した後、415nmにおける吸光度の測定により
　定量した（6）。SMおよびセラミド画分の場合は、396のHCIを含むメタノ
　ール＋水（85：1　5，　vlv）で酸加水分解（tOO°C、2時間）した後、生成されたス
　フィンゴシンを定量し、その値からSMとセラミドの量を算出した。
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データの評価
　データは、SigmaStat　Statistical　Analysis　System（Jandel　Scientific，　San
Rafael，　CA，　USA）を用いて、　Studentのt検定により、P＜0．05の基準で評価
　した。
　　　　　　　　　　　　　　結果と考察
乾物消化率と増体に及ぼすSM、　DMH、および抗生物質の投与の影響
　O．050／oのSMを添加した飼料を4週間給与した場合も、0．10／oのSMを添加し
た飼料を1週間給与した場合も、食餌摂取量と見かけの乾物消化率に対して有
意な影響はなかった（Table　2－1）。また、　SMは増体に対してもこの条件では
影響を与えなかった（Fig．2－2）。従って、このレベルのSMはマウスの栄養や
生理に対して急性的影響をもたらさないと考えられる。なお、抗生物質の投与
も、この条件では乾物消化率や増体への有意な影響を及ぼさなかった（Table
2－1、　Fig．2－2）。
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Fig．2・2．　Effect　of　SM　and　antibiotics　on　mice　body　weight．
A．　Experiment　1（Ef「ect　of　SM　on　ACF）
　　　　　◆：control，■：0．05％SM　administration．
B．Experiment　2　（Relationship　between　hyd　ro　lysis　of　SM　in
gastrointestinal　tract　and　intestinal　bacteria．）
　　　　　◆：Antibiotics（一）SM（＋），■：Antibiotics（一）SM（一），
　　　　　▲：Antibiotics（＋）SM（＋），●：Antibiotics（＋）SM（一）．
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Table　2．1．
matter》．
Effect　of　SM　and　antibiotics　on　apParent　digestibility　（dry
A．　Experiment　1（Ef「ect　of　SM　on　ACF．）1）
Time Feed　intake（g）Fecal　excretion（9）
apParent　digestibility
　　　　　　（％）2）
ControlSM ControlSM ControlSM
1　st　week
2nd　week
3「dweek
4th　week
????? ?? ?．?? ?（???．???67．3
75．5
75．7
76．7
73．3
73．2
73．0
74．8
1）Values　indicate　means±SE（n＝5）．
2）No　data　indicate　significant　different　by　SM　administration（P＜0．05）．
B．Experiment　2（Relationship　between　hydrolysis　of　SM　in　gastrointestinal　tract
　　and　intestinal　bacteria．）1）
SM AntibioticsFeed　in捻ke（g）　　　Fecal
excretion（9）
　　　apparent
digestibility（％）2）
Added
Not　added
Added
Not　added
Not　added
Not　added
Added
A ded
??? ????? 92。3
91．7
91．0
90．5
1）Values　indicate　means±SE（n＝5）．
2）N・data・indicate・sig・ificant・diffe・e・t　by　admi・i・t・ati・・SM　and　antibi・tics（P・
0．05）．
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大腸のACF形成に及ぼすSMの影響
　DMHで誘発したACFの数は、　SM無添加区の22個1頭に対してSM添加区
では12個1頭と顕著に減少した（Table　2－2）。　ACFは結腸と直腸の全域で見ら
れたが、特に大腸下部において多く見られた。また、すべてのACFがそれぞ
れ1個の異常陰窩をもっており、これはSM添加区と対照区とで違いがなかっ
た。
Table　2・2．　Ef「ect　of　SM　on　the　number　of　ACF　induced　by　DMH．
SM（0．05％per　feed）ACF　per　head　1）
Not　added
Added
22．0±2．4
12．2±0．7
1）Values　indicate　means±SE（n＝5）。
★Data　indicate　that　SM　significantly　affected（P＜0．01）
消化管におけるSM分解の様相と分解生成物の動態
　飼料CE－2中にもSM、セラミド、およびスフィンゴシンは、それぞれ0．22、
0．31、および0．35pmollg含まれていた。この飼料を給与した場合、　SM無添
加区でもSMは摂取量（0．63　pmol1頭1日）と糞中排泄量（0．67　pmol／頭1日）がほ
ぼ同程度であった（Table　2－3）。　SMが消化管内で分解されることを考慮する
と（7，8，9，10，11）、内因性のSM量はかなり多いと推測される。また、セラ
　ミドの糞中排泄量はSMより多かったが（Table　2－3）、セラミドは腸管である
程度は吸収されるし、更にスフィンゴシンに分解されると考えられるので（7，
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8，9，10，11）、内因性SMの分解に由来するものも含めて、セラミドも内因性
のものがかなり多いと推測される。なお、SMおよびセラミドが糞中に排泄さ
れたのは、消化管内のSMaseおよびセラミダーゼの活性があまり高くないた
めと考えられる。また、スフィンゴシンも糞中に排泄されていたことは、スフ
ィンゴシンでさえもあまり効率良く吸収されないことを示唆する。
Table　2・3．　Sphingolipids（SL）in　the　diet　and　feces　on　experiment　l　t）．
SM
　SL　ingested
（A；pmollhead／day）
SL　excreted　in　feces
（B；μmollhead／day）
　　A－B
（pmol／headlday）
SM Cer　　So SM Cer So SM Total　SL2）
Not
　　　　　O．63　　　0．89　　　1．01added
Added　　　2．61　　　1．12　　　1．27
0．67　　　　1．03　　　　0．79
　　む　　　　　　　　　　　　　　　ゆ0．93　　　　1．56　　　　0．96
一〇．04　　　　＋0．04
＋1，68　　　＋1．55
Data　indicate　means　of　4　weeks．
1）Cer，　So，　and　SL　indicate　ceramide，　sphingosine，　and　sphingolipids，
respectively．
2）Sum　of　SM，　Cer，　and　So．
Significant　different　from　normal　CE－2（n＝5，　P＜0．05）．
一方、飼料中にO．050fOのSMを添加して4週間与えた場合には（SM摂取量
は2．61μmol1頭1日）、糞中へのSM排泄量の方が少なかったので、出納値はプ
ラスとなった（Table　2－3）。　SM無添加区の糞中SM量とあまり違わなかった
ことから、SMを長期的に摂取しているとスフィンゴ脂質の腸肝循環が増大し、
腸管内のSMase活性も高くなる（分泌量が多くなる）ものと推測される。そ
れでも、SMの添加によって糞中SM量が増加したので、腸管内のSMaseの
活性（酵素量または反応条件）は十分ではないのであろう。糞中セラミドも増
加したので、セラミダーゼ活性も同様に不十分であったと思われる。
0．2　OfOのSMを添加した飼料を1日間だけ給与した場合には、糞中SMは翌
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日ピークになり、3日後には無添加のレベルに戻った（Fig．2－3－A）。糞中セラ
ミドは、これより1日遅れた排泄パターンであった（Fig．2－3－B）。糞中への
SMおよびセラミドの排泄量は顕著に増加した（Table　2－4）。従って、一時に
多量のSMを摂取しても、十分分解できないと考えられる。恐らく、普段は腸
管内のSMaseおよびセラミダーゼの活性があまり高くないのであろう。しか
し、スフィンゴシン排泄量はそれほど大きく増加しなかったので、スフィンゴ
シンまで分解されれば吸収量が多くなると推測される。なお、この試験の期間
中、採食量、増体量、糞の量と性状などにはSM添加の影響は見られなかった
ので、消化は正常であったと思われる。
いずれにしても、SM添加飼料の給与によって大腸ACFの形成が抑制された
ということは、飼料中および内因性のスフィンゴ脂質では不十分であったこと
を示す。上述のように、SMは腸管内で一度セラミドやスフィンゴシンに分解
されてから吸収され、その後腸粘膜でSMに再合成されると考えられるので（7，
8，9，10，11）、SMの形で血液を介して大腸粘膜上皮に達して効果を及ぼしたと
は考え難い。つまり、大腸管腔側からセラミドまたはスフィンゴシンの形で粘
膜上皮に取り込まれたと考えられる。セラミドはスフィンゴシンよりも吸収さ
れ難いので（9）、セラミドが糞中に排泄されたのは理解できるが、SM無添加
区でさえもスフィンゴシンが排泄されたのは意外である。恐らく、スフィンゴ
シンの形でさえも取り込まれ難いために、効果を発揮するためには大腸管腔内
の濃度が高いことが必要なのであろう。つまり、大腸粘膜上皮細胞の膜内外の
スフィンゴシンおよびセラミドの濃度勾配が大きいと輸送が増加すると推測
される。従って、大腸癌の抑制という観点から考えると、大腸内で腸内細菌に
よつてSMやセラミドをスフィンゴシンにまで分解させるのが望ましいと思
われる。
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Fig．2・3．　Excretion　pa髄ern　of　SM（A）and　ceramide｛B》：
　　　　SM　supplemented　CE－2　was　fed　24　h　from　evening　of　day　O，　and　then
　　　　normal　CE－2　was　fed．●：CE－2、▲：CE－2＋SM
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Table　2・4．　SL　in　the　diet　and　feces　when　SM　was　fed　for　24　h　l》．
SM
　　SL　ingested
（A；pmollhead15　days）
SL　excreted　in　feces
（B；pmol／head15　days）
　　A－B
（pmollhead／5　days）
SM Cer So SM Cer So SM Tbtal　SL2）
Not
　　　　　3．49　　　4．82　　　4．48
added
Added　　　13．70　　　4．71　　　4．38
1AO 7．58 1．68
4．24　　　　11．94　　　　2．20
＋2。39
＋9．46
＋2．43
＋4．41
1）SM　supplemented　CE－2　was　fed　for　24　h，　and　then　feces　were　collected　for
days．　Cer，　So，　and　SL　indicate　ceramide，　sphingosine，　and　sphingo蘇pids，
respectively．
2）Sum　of　SM，　Cer，　and　So．
Significant　difrerent　from　normal　CE－2（n＝5，　P＜0．05）．
消化管におけるSMの分解と腸内細菌の関与
　飼料AIN－76（SMのみを0．03　pmoVg含む）を用い、これにSMを0．1％（1．42
pmol／g）添加してマウスに7日間給与し、　SMの分解に及ぼす腸内細菌の影響
を調べた。抗生物質の投与により腸内細菌はほぼ完全に除去されたが（上述）、
SMの出納は対照区と変わらなかった（Table　2－5）。従って、マウスの腸内細
菌はSMの分解にはさして関与しなかったと考えられる。
　一方、SM無添加区の糞中スフィンゴシン排泄量はゼロまたはそれに近い値
であったので（Table　2－5）、食餌中のスフィンゴ脂質が少ない時、つまりほと
んどが内因性のものだけの時は、スフィンゴシンになったものはすべて吸収さ
れると考えられる。SM添加区の場合は抗生物質の投与により糞中のスフィン
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ゴシンが有意に減少した（Table　2－5）。抗生物質の投与がスフィンゴシンの吸
収を促進したとは考え難いので、腸内細菌がセラミドの分解をいくらか促進し
たと解するのが自然であろう。つまり、マウスの腸内にセラミダーゼをもつ菌
が存在したと推測される。
Table　2・5．　SL　in　the　diet　and　feces　on　experiment　21）．
　　　　　　　SL　ingested
Antibiotics　　（A；μmollheadlday）
SL　excreted　in　feces
（B；μmoVhead／day）
　　A－B
（pmollhead／day）
SM　　CerSo SM　　Cer So SM Total　SL2）
Not
　　　　5，45added
Not
　　　　O。16added
Added　　　　5．55
Added　　　O．15
0．00　　　0．00
0．00　　　0．00
0．00　　　0．00
0．00　　　0．00
0．76　　　0．61　　　　0．2sa
0．07　　　0．29　　　　0．00
0．94　　　0．51　　　0．ogb
O．04　　　0．18　　　　0．04
＋4．69　　　＋3．83
＋0．09　　　　－0．20
＋4．61　　　＋4．01
＋0．11　　　－0．11
1）Cer，　So，　and　SL　indicate　ceramide，　sphingosine，　and　sphingolipids，
respectively．
2）Sum　of　SM，　Cer，　and　So．
a’　bMeans　with　nO　COmmOn　SUperscript　Ietters，　within　a　column，　significant　dif『er
　（n＝5，P＜0．05）。
糞中混合微生物によるSMの分解
　マウスの糞をSM添加増殖培地で培養したところ、3グループ（各5頭）と
もSMの分解が認められなかった（データ省略）。従って、上述のような消化
管におけるSM分解はマウス自身のSMaseによるものと考えられる。恐らく、
マウスの腸内にはSM分解能をもつ菌はいないことが多いのであろう。
　一方、イヌの糞便の場合は供試した12頭のイヌのうち、2頭ではSMの分解
が明確に認められた。つまり、その2頭では糞中微生物の作用によってSMの
減少およびセラミドとスフィンゴシンの増加が顕著に見られた（Table　2－6）。
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この結果は、イヌの消化管内にSMaseを保有する菌とセラミダーゼを保有す
る菌が存在したことを示す。ヒトも含めて、動物の消化管内にこのような菌が
存在することが示されたのはこれが初めてである。これらの酵素をもつ菌を保
有していたイヌでは、保有していなかったイヌよりも、糞中のSMが明らかに
少なく、セラミドがやや多く、スフィンゴシンが顕著に多かった（Table　2－7）。
これは、SMやセラミドの分解が増大した結果と解される。これらのイヌでは
摂取していた飼料が同じではないし、品種も異なるので、更に例数を多くして
確認する必要があるが、大腸内にこのような菌が生息すれば、SMやセラミド
の分解が促進されるであろう。このような菌をもつイヌはあまり多くないと考
えられるので、このような菌を導入すればSMの効果が高くなると思われる。
特に大腸癌の抑制という観点で言えば、腸内細菌によるSMとセラミドの分解
の意義は大きいであろう（上述）。その場合には、小腸でのSMやセラミドの
分解・吸収を抑制して大腸に流入する量を増やすのが望ましいと思われる。
Table　2巳6．　Hydrolysis　of　SM　by　dog　fecal　bacteria　t）．
　　　　Autoclaving　ofDog
　　　　　　feces
Amount　of　SL　in　culture（pmollvial）
SM Cer So?? No
Yes
No
Yes
0．31＊
2．90
0．88＊
2．94
1．01＊
0．16
1．68＊
0。25
1．98＊
O．22
1．93＊
1．28
1）Dog　fecal　bacteria　were　cultured　with　the　growth　medium　supplemented　2．84
pmol　of　SM　for　IOh．
Significant　different　by　the　effect　of　fecal　bacteria　from　the　autoclaved　sample（n
＝3，P＜0．05）．
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Table　2・7．　Effect　of　the　bacteria　that　have　SMase　and　ceramidase　on　the
amount　of　SM，　ceramide，　and　sphingosine　in　the　dog　feces．
Bacteria　having　SMase
and　ceramidase
Amount　in　feces（pmol／g　wet　weight）
SM Cer So
Not　carrying　dog
Carrying　dog
0．28
0。09
????? 0，09
0．30
Significant　different　by　presence　of　bacteria　having　SMase　and　ceramidase（n＝
2，Pく0．05）．
以上要するに、消化管内には内因性のSMなどのスフィンゴ脂質がかなり流
入するが、更に食餌性のSMを強化することにより大腸癌が抑制される可能性
がある。大腸粘膜上皮細胞への取り込みのためには、SMはセラミド、特にス
フィンゴシンにまで分解される必要があるが、動物自身が分泌するSMaseお
よびセラミダーゼの活性だけでは不十分であり、SMの投与効果を高めるため
にはこれらの酵素をもつ腸内細菌を導入することが望ましいと考えられた。実
際に、イヌの腸内にSMaseおよびセラミダーゼをもつ菌が存在することが初
めて示された。現在、その菌の分離・同定を行っている。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　イヌの健康増進、特に大腸癌の予防・抑制を目的として、スフィンゴミエリン
（SM）の有効利用のための条件およびSM分解への腸内細菌の関与についての
基礎的知見を得るための実験を行った。まず、マウスにSMを経ロ投与したと
ころ、1，2一ジメチルヒドラジンで誘発した結腸・直腸の異常陰窩病巣（前癌病
巣）の形成が抑制されることが確認された。マウスおよびイヌの糞中のスフィ
ンゴ脂質を分析したところ、消化管内には内因性のSMおよびその分解生成物
がかなり流入することが示唆された。しかし、それだけでは大腸癌の予防・抑
制には不十分であり、食餌性のSMを補強することが重要と考えられた。また、
大腸粘膜上皮細胞への取り込みのためには、SMはセラミド、特にスフィンゴシ
ンに分解される必要があるが、かなりの量のSMおよびセラミドが糞中に排泄
されたので、腸管内での分解は不十分と考えられる。一方、抗生物質によって
マウスの腸内細菌を除去しても糞中のSM量は変化しなかったので、マウスは
スフィンゴミエリナーゼ（SMase）をもつ腸内細菌を保有していないと考えら
れた。しかし、抗生物質の投与によって糞中のスフィンゴシンが減少したので、
マウスの腸内にはセラミダーゼをもつ菌が存在すると推測される。イヌの場合
は、個体によってはSMaseおよびセラミダーゼをもつ腸内細菌が存在すること
が明らかとなった。しかし、そのような菌をもつ個体は少なかった。SMaseお
よびセラミダーゼをもつ菌を保有するイヌでは、糞中のSMが少なく、スフィ
ンゴシンが多かったので、このような菌は腸管内でSMやセラミドの分解に寄
与していると考えられる。以上より、SMの投与と同時にこれらの酵素をもつ菌
をイヌに導入すればSMの効果が高まると思われる。
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第3章
食餌性スフィンゴミエリンが実験的炎症性腸疾患に
　　　　　　　　　　及ぼす緩和効果
　　　　　　　　　　　　　　　　　序
クローン病（Crohn’s　disease；CD）や潰瘍性大腸炎（ulcerative　colitis；UC）
などの炎症性腸疾患（lnflammatory　bowel　disease；IBD），は、頻繁に見られる疾
患である。IBDは免疫的炎症の様々な特徴を示す原因不明の再発し易い慢性的疾
患で、西洋諸国では少なくとも1000人に1人が罹患している（1－3）。　日本に
おいては、UCとCDは10万人当たりそれぞれ66．9人と19．1人の割合で罹患
しているという（厚生労働省，2005）。また、1BDはイヌやネコのようなペット
動物にも見られる（4）。発症のメカニズムはまだ明らかにされていないが、環
境要因、特に食餌（質と量）や食餌成分が遺伝的要因と同程度にIBDの発症に
関与するようである（1，5，6）。一方、UCとCDの患者は結腸癌発症に対するリ
スクが高いと考えられている（7，8）。現在のところ、IBD患者の遺伝的要因が
結腸癌に関係しているのかどうかは不明であるが、結腸癌が慢性的な炎症によ
ることは確かであろうと考えられている。
一方、二つの化学製剤が結腸におけるアルカリ性スフィンゴミエリナーゼ
（alk－SMase）量を増加させることが報告されている。すなわち、肝炎を緩和す
る物質であるウルソデオキシコール酸（UDCA）は、用量依存的にラット結腸に
一50。
おけるalk－SMase活性を増加する（9）。また潰瘍性大腸炎を緩和する5一アミノ
サリチル酸（5－ASA）は、　NF－KBとマイトジェン活性化プロテインキナーゼ活
性を阻害する抗炎症剤として知られており（10）、これをラットに投与すること
により結腸粘膜のalk－SMase活性が選択的に増加したという（11）。　UDCAと
5・・ASAは結腸癌に対して化学的予防効果をもつが、これは注目に値すると思わ
れる（12，13）。
　このようにalk－SMase活性は抗炎症剤によって増加するので、我々はセラミ
ドおよび（または）スフィンゴシンが炎症を緩和すると考えた。そこで本試験
において、我々はマウスにおいてデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）により
誘導した大腸炎に対する食餌性SMの効果を調べた。また、以前の報告で、　DSS
の投与により、糞中1gA量が減少したことから（14）、我々は食餌性SMが大腸
におけるlgA分泌に影響を及ぼすか否かについても調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法
実験動物
　4週齢のJcl：ICR系オスマウス（日本クレア、東京）を供試し、飼育室内の
温度を21－24°Cに、湿度を50－70％に、また明暗周期を12時間に設定した。
マウスはプラスチックケージ中で飼育し、飼料としては、ラット・マウス用粉
末飼料AIN－76（日本クレア、スフィンゴ脂質を含まない）を用いた（15，16，17）。
飼料と水は自由摂取とした。試験は、1区10頭で実施した。全般的飼育・管
理は、明治大学実験動物取り扱い指針に従って行なった。
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実験1（DSSによるマウスの腸炎の誘発）
　　この試験はFig．3－1－Aのような計画で実施した。すなわち、3日間の馴化飼
育の後、0．10／o（wlw）のSM（Sigma，　MO，　USA）を添加したAIN－76をマウス
に10日間給与した。SMの投与開始の3日後に、飲水に3％（wlw）となるよ
　うにDSS　（moi　wt，40，000；MP　Biomedicals，　Germany）を溶解して7日間自
由摂取させることにより腸炎を誘発させた（18）。
　試験期間中は毎日、飲水量と体重を測定し、また糞の形状と糞中の鮮血の有
無を観察した。試験開始から13日目に麻酔下での頚椎脱臼によりマウスを屠
殺し、脾臓、肝臓および小腸の重量を測定した。その後、大腸を摘出し、長さ
と重量を測定した後、組織切片の観察（各区5頭）とミエロペルオキシダーゼ
　（MPO）活性の測定（各区5頭）を行った。
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A．Experiment　1《Effect　of　SM　on　IBD．）
Control　　C｛1：：．SM：
（．。1。》↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓
8．Experiment　2（Effect　of　SM　on　lgA．》
Control（1　wk》C　C　C　C　C　C　C　C　C　C　A
SM（1　wk）　　　C　C　C　S　S　S　S　S　S　S　A
Control（2　wk）C　C　C　C　C　C　C　C　C　C　C　C　　C　C　　C　　C　　C　A
SM（2wk）　　　C　C　C　S　S　S　S　S　S　S　S　S　　S　S　　S　S　　S　A
　（n　＝5》
　　Day　　1　2　3　4　5　6　7　8　91011　12　1314　15　16　17　18
Fig．3・1．Protocol　for　the　anima暦experimen捻．
C：Feeding　a　control　diet（AIN－76），　S：Feeding　AIN－76　supplemented　with
O．1％SM，　D：DSS　administration，A：Autopsy．
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重篤度（Disease　Activity　lndex；DAI）の判定
　重篤度は、体重の減少、糞の形状、および直腸の出血の有無を試験期間中毎
日観察し、それぞれを数値化した（19，20）。すなわち、体重の減少がない場
合をOポイントとし、1～50／oの減少を1ポイント、5～100／oを2ポイント、10
～20％を3ポイント、および200／o以上を4ポイントと評価した。糞の性状は、
形の整った糞を0ポイントとし、ペースト状の糞を2ポイント、および液状の
糞を4ポイントと評価した。出血については、糞中に血液のないものを0ポイ
ント、糞便への血液の付着が認められたものを2ポイント、多量の出血を4
ポイントと評価した。これらのポイントを平均した0（健康）から4（重症）
の数値をDAIとした。
組織学的解析
　組織学的検査は、各試験区あたり5頭のマウスの大腸下部組織をサンプルと
　して行った。サンプルを100fOホルマリンで固定し、パラフィンに包埋した。5
pmの切片を作成し、脱パラフィン後、ヘマトキシリン・エオジンで染色して
鏡検した。粘膜上皮の損傷、陰窩の破壊、および炎症細胞の粘膜への浸潤の3
項目を数値化し、3項目の総和を用いて粘膜の損傷を評価した（21）。即ち、
変化がない場合を0ポイントとし、局所的で軽度の場合を1ポイント、局所的
で中程度の場合を2ポイント、広範囲で中程度の場合を3ポイント、そして広
範囲で重篤の場合を4ポイントとした。評価は2人で別々に行い、結果は2
人の値の平均値を使用した。
腸管組織のMPO活性の測定
　　大腸の下部6cmの部分の組織を0．596（wlv）ヘキサデシルトリメチルアン
一54一
モニウムプロミド（Wako，　Ohsaka，　Japan）を含む20　mMリン酸カリウム
（KPi）緩衝液（pH　6．0，50　mg組織1mL）中でホモジナイズした。その懸濁液
中の細胞を超音波で破砕した後、遠沈し（20，000×g、15分、4°C）、その上清
をMPO活性の測定に用いた。上清0．01　mLに、20　mmol1Lグアヤコールと5
mし1し過酸化水素を含む20mM　Kpi（pH　6．0）0，2　mLを加え、室温で20分間
反応させた。0．8N硫酸50　pLを添加することで反応を停止した後、マルチラ
ベルカウンター（multilabel　counter；ARVO　1420，　WaIIac，　Turku，　Finland）を用
いて460nmでの吸光度の変化を測定した（22）。
実験2（lgA量に対するSMの効果）
　　この試験はFig．3－1－Bのような計画で実施した。すなわち、3日間の馴化飼
育の後、7もしくは14日間、マウスに0．10／oのSM（Sigma，　MO，　USA）を添
加したAIN－76を給与した。その後、麻酔下でマウスの下大静脈からの全採血
により屠殺し、以下の方法でlgA量を測定した。
血清、腸内容物および脾臓細胞培養上清におけるIgA量の測定
　上述のようにして回収した血液を室温で30分間放置した後、遠沈し（t，OOO
×g、5分）、血清を得た。血清は使用するまで一40°Cで保存した。IgA量は1000
倍希釈した血清を用いてELISAで測定した。大腸内容物を回収した後、2倍量
の50mM　KPi緩衝液（pH　7．0）で懸濁し、遠沈した（20，000×g、10分、4°C）。
その後、遠沈上清を30，000倍希釈し、ELISAを用いてlgA濃度を測定した。
脾臓をo．1％のウシ血清アルブミン（BsA）を含むKPi（pH　7．o）（KPi－BsA）に
入れ、押しつぶしてしてリンパ球を取り出した。赤血球は赤血球溶解緩衝液（14
mM　NH4Cl，17　mM　Tris，　pH　7．6）に5分間浸すことにより除去し、リンパ球は
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KPi－BSAで1度洗浄した。細胞を1×107個／mLとなるように、100／o（w／w）
ウシ胎児血清（FBS；Cosmo　Bio　Co．　Ltd．，　Japan）、2　mM　L一グルタミン、スト
レプトマイシン（20mg1L）およびペニシリン（20　kunits／L）を添加した
RPMI1640培地（Kohjin　Bio　Co．　Ltd．，Japan）2mLに懸濁した。細胞を35　mm
の培養皿に移し、気相中のCO2濃度を5％に設定したインキュベーターを用い
て37°Cで72時間培養した。培養後、遠沈（5，000×g、10分、4°C）により培
養上清を回収した。この培養上清をサンプルとして、lgA濃度をELISAによっ
て測定した。
統計分析
　　正規分布のデータをone－way　ANOVAによって分析し、　F－testで有意差があ
　った場合にTukey’s　testを行なった。ノンパラメトリックデータまたは非正
規分布データを多重比較するため、Kruskal－Wallis　testとDunn’s　procedureを
行った。2群間の差はStudent’s・t－testにより検定した。有意差はP＜0．01お
よびP＜0．05を基準にし、有意傾向はP＜0．1を基準として評価した。データ
は平均値±SEで記載した。すべての統計分析はSigmaStat　Statistioal　Analysis
System（Jandel　Scientific，　San　Rafael，　CA，　U．S．A．）を用いて行なった。
　　　　　　　　　　　　　　　　結果
DSS騰発大腸炎に対するSMの効果
　対照区には、体重の減少、下痢、血便などの症状を示すマウスはいなかった
　（Fig．3－2～3－4）。　Dss処理したマウスでは摂食量が低下し（Fig．3－2－B）、こ
れに相関して体重も顕著に減少した（Fig．3－2－A）。飼料へのSMの添加は休重
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の減少を低下させ（Fig．3－2－A，　B；Dss＋sM）、Dssにより誘発される下痢も緩
和した（Fig．3－3；Dss＋sM）。しかし、　sMの投与はDss誘発の血便を改善し
なかった（Fig．3－4）。全体として、食餌性sMはDAI（Fig．3－5）と粘膜損傷
スコア（mucosal　damage　score、　Fig．3－6）を改善した。
　脾臓の重量（体重当たりの割合）は、DSS処理により増加し、　SMを投与し
ても影響を及ぼさなかった（Tabie　3－1）。また、肝臓の重量はDSSまたはSM
の投与による影響がなかった。一方、DSS処理により増加した小腸と結腸直
腸の重さがSMの投与により対照区の値に戻り、DSS処理区との差は有意傾
向を示した（P＜0．1）。また、盲腸の重さはDSSまたはSMの投与による影
響がなかった。
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Fig．3・2．　Effect　of　DSS　and　SM　on　the　body　weight　（A》and　feed　intake《B》
of　mice．
　●：Control，▲：DSS，圏：DSS＋SM
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　letters，　at　each　time　point，　dif「er　signi而cantly
　（P＜0．05）．
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Fig．3・3．　Effect　of　DSS　and　SM　on　the　stool　consistency　score　in　mice．
　●：Control，▲：DSS，■：DSS＋SM
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　le繋ers，　at　each　time　point，　differ　significantly
　（P＜0．05）．
一59一
???????????』
4．0
3．0
2．0
1．0
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Time《day）
Fig．3・4．　Effect　of　DSS　and　SM　on　the　fecal　blood　score　in　mice．
　●：Control，▲：DSS，■：DSS＋SM
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a，b：Symbols　with　no　common　Ietters，　at　each　time　point，　di行er　significantly
　（P＜0．05）．
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Fig．3・5．　Effect　of　DSS　and　SM　on　the　DAI　score　in　mice．
　●：Control，▲：DSS，■：DSS＋SM
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　letters，　at　each　time　point，　dif「er
　significantly（P＜0．05）．
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　　　　　　　　　　Control　　　　　　　　DSS　　　　　　　　DSS＋SM
Fig．3・6．　Effect　of　DSS　and　SM　on　the　mucosal　damage　score　in　the
colon　of　mice．
　　Bars　indicate　SE（n＝5）．
　　a－c：Symbols　with　no　common　letters　differ　significantly（P＜O．05）．
Table　3・1．Effect　of　DSS　and　SM　on　the　organ　weightS　of　mice．
Weight／body　weight（％）
Mice Spleen Liver Small
intestineCecumColorectum
Control
DSS
DSS＋SM
0．39±0。04a
O．60±0．06b
O，74±0．10b
6．03±0．14a
5．35±0．34a
5．98±0，43a
4．58±0．10a
5．73±α58b
4．87±0．35a
．30±0。03a
O．33±0．04a
O．40±0．08a
0．98±0．07a
1．32±0．17b
1．01±O．oga
Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
a’b：MeanS　with　no　Common　superscript　letters，　within　a　column，　Show
significant　tendency（P＜0．1）．
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結腸直腸組織のMPO活性
　　結腸直腸の組織湿重量当たりのMPO活性はDSSにより顕著に増加したが、
SMの投与により対照区の活性と同程度になった（Fig．3－7）。
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Fig．3昌7．　Effect　of　SM　on　the　MPO　activity　in　colonic　tissue．
　★Change　in　absorbance／gof　intestinal　tissue．
　Bars　indicate　SE（n＝5）．
　a，b：Symbols　with　no　common　letters　dif「er　significantly（P＜0．01）．
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lgA量に対するSMの効果
　SMを添加した飼料をマウスに7または14日間給与したところ、大腸内容
物中lgA量がそれぞれ2．1および2．3倍となった（Table　3－2）。しかし、血清
および脾細胞培養上清中のIgA量はSMを投与しても変化しなかった。
Table　3・2．　Effect　of　SM　on　the　amount　of　lgA
Amount　of　lgA
Contents　in　the
large　inteStine
　　（mg19）
Serum
（P9／ml）
Culture　supernatant
　of　splenic　cells
　　　（pglml）
7days
Control
SM
14days
Control
SM
1．9±0．6
3．9±0．7★
2．9±0．5
6．7±1．6★
155±64
111±15
222±69
182±33
0．7±0．3
0．5±O．1
0．9±0．4
1．1±O．3
Data　are　expressed　as　means±SE（n＝5）．
★Significantly　dif「erent　from　control．（P＜0．01）
　　　　　　　　　　　　　　　　考察
　以前の報告の通り（23）、DSSの投与により血便、体重の減少、下痢、および
好中球の浸潤が生じた。SMは血便を緩和しなかったが、その他の症状はSMの
投与により改善された（Fig．3－2～3－5）。また、肉眼的観察では、　SMの投与に
より結腸の炎症が改善された（データは省略）。DSS処理により小腸および結腸
直腸の重さが増加したことは（Table　3－1）、水腫と炎症メディエーターの浸潤の
両方が消化器官の重さを増加させるという仮説（24）と一致する。それ故、SM
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の投与により小腸と結腸直腸の重さが対照区の値と同程度に戻ることは、SMが
水腫と炎症を緩和することを示唆する。以上要するに、これらの結果は食餌性
SMがDSSにより誘発される結腸の損傷を緩和することを示した最初の報告で
ある。
　多形核好中球はIBD患者の腸管にもっとも多く存在するリンパ細胞種である
（22）。MPO活性は浸潤した穎粒球、主に多形核好中球の数に比例することが
示されている（25）。それ故、DSS処理により腸管組織におけるMPO活性が上
昇し、SMの投与による対照区の値に回復したことは、　SMが好中球の浸潤を抑
制したことを示唆する。つまり、これらの結果は食餌性SMが結腸の炎症を緩
和し得ることを意味する。
　食餌性SMが大腸内のIgA量を増加させたことは、　SMが大腸におけるlgA産
生および（または）分泌を促進したことを示唆する。IBDがある特定の細菌と関
連することがあると報告されているが（1、26）が、lgAはそのような細菌の増
殖を抑制したり、腸管粘膜からの細菌の侵入を防いだりする可能性がある。さ
らに、Parlesakらは腸管内のエンドトキシンが分泌型lgAにより中和されるこ
とを示唆する結果を報告している（27）。また、Murthyらは分泌型免疫グロブリ
ン（lgAまたはIgM）がDSSによる上皮の損傷から結腸粘膜を守る働きがある
ことを報告した（28）。このように、SM投与によるlgA分泌の増加は結腸の炎
症を防ぐ働きがあると考えられる。
　Sj6qvistらは、健常者と比較して慢性腸炎の患者は腸管内のalk－SMase活性
が低いことを報告している（29）。第2章で述べたとおり、マウスに長期間SM
を投与するとSM排泄量が減少する（30）。また、マウスの新鮮糞を増殖培地で
培養してもSM水解活性は認められなかったので、マウスの腸管内にはSM水
解菌は存在しないと思われる。それ故、腸管内へのalk－SMaseの分泌は長期間
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SMを投与することにより増強されると考えられる。また、　alk－SMaseはホスホ
リパーゼC活性も併せ持つが、ホスホリパーゼCはリゾホスファチジルコリン
と血小板活性化因子を水解する（31）。これらの反応は炎症に関与し、従って
SMの経ロ投与はalk－SMase分泌の増加をもたらすことにより腸炎を緩和する
のかも知れない。
　一方、セラミドとスフィンゴシンは培養細胞における炎症の進行を促進する
と報告されている（32，33）。in　vitroの実験結果をin　vivoの実験結果と関連付け
ることは極めて難しい問題である。例えば、SMが結腸粘膜内に取り込まれるこ
とと、粘膜細胞の管腔側表面に付着することとは違うことであり、そのことが
in　vivoの細胞と培養細胞とで影響が異なることの一因と思われる。
　結論として、食餌性SMはマウスにおけるIBDの症状を緩和する。現在、そ
のメカニズムは明らかでないが、大腸におけるlgA分泌量の増加や結腸直腸に
おける好中球の浸潤の抑制などが関与しているのであろう。モデル動物の実験
結果がそのまま臨床的状況にあてはまるとは言えないが、これらのデータはIBD
の予防と緩和のためにSMを使用することの展望を与えるものと考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　要約
デキストラン硫酸ナトリウム（dextran　sodium　sulfate；DSS）誘発炎症性腸疾
患（inflammatory　bowel　disease；IBD）に対するスフィンゴミエリン（SM）の
効果についてマウスを用いて調べた。disease　activity　index（DAI）で評価される
lBDの重篤度はDSS投与により顕著に上昇したが、　SM添加飼料を給与するこ
とによりDAI値は有意に低下した。また、　DSS投与により腸管で炎症が生じ、
腸管組織のミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性も増加した。しかし、　SMの
投与はDSS投与によるMPO活性の増加を防ぐことから、　SMは炎症の発生を
抑制する働きがあると考えられた。これらの結果は、食餌へのSMの添加がマ
ウスにおける旧Dの症状を緩和することを始めて証明した。食餌性SMは大腸
内IgA量を増加させることから、SMが大腸に対するlgA分泌を促進することが
示唆された。以上の結果から、SMは免疫機能も含めた複雑なメカニズムにより
IBDの発症を予防・抑制する可能性がある。
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第4章
天然グルコシルセラミドからセラミドへの水解能が
高い新種菌C，ostridium　glucerase’sp．　n　ov．の単離
　　　　　　　　　　　　　　　　　序
　第1章で述べたように、本研究ではSMの安価な調製法を確立し、実用化の
可能性を高めた。しかし、狂牛病（BSE）との関連から動物の脳からSMを抽
出して利用する道は困難になった。鶏卵の利用が現時点では有利と考えられる
が（第1章）、将来的には食料としての利用との競合が問題となるかも知れない。
そこで、本研究では植物性GluCerを利用する道を切り開くことにした。それは、
植物原料の場合は可食部でない、食料副産物中にGluCerがかなり多量に含まれ
ているからである。
　緒言、第2章、および第3章で述べたとおり、SMとGluCerの分解産物であ
るセラミドおよびスフィンゴイドは大腸癌形成の予防・抑制効果や炎症性腸疾
患の症状の緩和効果を持つ可能性が示唆されている。しかし、食餌性SMと同
様にGluCerの多くは分解されずに糞中に排泄されている。それ故、　GluCerの
効果を高めるためには、腸内細菌により腸内におけるGluCer水解を増強するこ
とが有益であると考えられる。
　一方、緒言で述べたとおり、セラミドの利用は皮膚障害の予防・抑制におい
ても期待されている。しかし、セラミドの安価な製造法がないため、現在はセ
ラミドの代わりにGluCerが用いられている。そのため、セラミドの安価な製造
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法の確立が望まれている。
　以上のことから、本章ではGluCer水解能を持つ腸内細菌の検索を行った。
　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法
供試菌株およびその培養
　　後述の新規単離菌（C’ostridium　g’ucerasei　sp，　nov．　H　FTH－1Tと命名）を本
　試験で用いた。C’ostrid’um　oroticum　J　C　M　1429T（基準株）を理化学研究所微
　生物系統保存施設から購入し、生化学的性状試験の参考菌株として用いた。
　増殖培地および培養条件の詳細については第2章の通りである。即ち、増殖
　培地はヤギのルーメン液の遠沈上清液　（1）と基礎培地をt：3（vlv）の割合
　で混合して調製した。基礎培地の組成は、K2HPO40．45（g1L）、KH2PO40．45、
　（NH4）2SO4　0．9、　NaCl　O．9、　CaCl2・2H20　0．12、　MgSO4・7H20　0．19、
　トリプチケース・ペプトン（BBL；Becton　Dickinson，　Cockeysville，　MD，　USA）
　1．0、酵母抽出エキス（Difco　Laboratories，　Detroit，　Ml，　USA）1．0、グルコース
　1．0、セロビオース1．0、マルトース1．0、およびシステイン・HCI　1　．0　（pH
　7．0）であった。増殖は、希釈した培養混液の波長600nmにおける光学密度
　（OD600）から見積った。また、単離菌の培養と維持には、ペプトンー酵母抽
　出エキスーグルコース（peptone－yeast　extract－・glucose；PYG）培地を用いた。
菌の単離
　　一般家庭で飼育されている健康なイヌ10頭から排泄直後の新鮮糞を採取
　した。これらの動物は、いずれも市販の通常の飼料により飼育されていた。
　それらの品種は様々であり、年齢は9ヶ月齢から10歳の間であった。糞採取
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の1ヶ月前から糞採取終了時まで抗生物質やその他の薬物を投与された動物
はいなかった。採取した糞サンプルは嫌気条件下および氷冷下で実験室に運
び、実験に供した。実験に用いるまで、糞サンプルは一80°Cで冷凍保存した。
　CO2通気下で新鮮な糞を50　mMリン酸カリウム（KPi）緩衝液（pH　7．0）
に懸濁し、増殖培地を用いたHungateのロールチューブ法（2）により菌を単
離した。
G匿uCer水解活性の測定
　　粗GluCer（トウモロコシ胚芽由来；　純度300／o）は辻製油株式会社（松坂、
　三重）から提供された。この粗GluCerを0．4　Nメタノール性KOHで水解
　（38°C、2時間）した後、アセトン沈殿により純度80％以上にまで精製した。
　精製したGluCer　250　mg1Lを添加した上述の増殖培地で単離菌を37°Cで24
　時間培養した。GluCerから生成されたセラミドとスフィンゴイドは後述の薄
　層クロマトグラフィー（TLC）による分離およびスフィンゴイドの比色分析
　により定量した。それぞれの培養混液（3mL）にクロロホルムーメタノール（1：1、
　vlv、　C－M）を加え、激しく撹拝した。遠沈（1，500×g、10分間）により2
　相に分画し、クロロホルム層を回収した後、N2ガスの噴射によりクロロホル
　ムを溜去した。濃縮した脂質をTLCにより分離した。　TLCには、　Sillica　gel　60
　（メルク、ドイツ）を塗布したガラスプレートを用い、展開溶媒としてクロ
　ロホルムーアセトン（7：3、vlv）を用いた。セラミドとスフィンゴイドのスポ
　ットを一緒にかき取り、C。M（2：1）6mLで抽出した。溶媒溜去後、抽出物を
　メタノールー16．596HCI（82：18、　vlv）に溶解し、100°Cで2時間加熱するこ
　とにより水解した。0．5NNaOH　4　mLでpHをIO～12に調整した後、反応液
　に酢酸エチル5mLを加えて撹拝した。遠沈（1，500×g、10分間）により
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2相に分画し、酢酸エチル層を回収した。この酢酸エチル層に10mM酢酸緩
衝液（pH　3．7）2mLと0．596（wlv）メチルオレンジ0．1　mLを加え、再度
撹＃と遠沈を行った。415・nmの波長で吸光度を測定し、酢酸エチル層に含ま
れるスフィンゴイドーメチルオレンジ複合体を定量した（3）。
単離菌株によるGluCerの水解
　　単離菌株（HFTH－1T株）を、GluCer　l　mg（714　mmol）（大豆由来、Avanti　Polar
　Lipids，　Inc．、　AL）を含むPYG培地15mLを用いて37°Cで培養し、経時的に培
　養を停止した。C－M（2：1）で総脂質を抽出した後、　GluCerとセラミドを後述
　の通り高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により定量した。即ち、総脂質
　をC－M（4：1，HPLCグレード）に溶解し、メンブレンフィルター（O．45　pm、
　Millipore、　MA）でろ過した。シリカゲルカラム（250　mm　x　4．6　mm　i．d．，粒子
　径サイズ5－pm、島津製作所、京都）と蒸発光散乱検出器を装備したHPLCシ
　ステム（島津）にろ液（10　pL）を注入し、溶出溶媒として溶媒A（クロロホ
　ルム）と溶媒B（メタノール＋2・OfOアンモニア水、95：5、　vlv）を用いて直線的
　濃度勾配法により溶出した。
単離菌株（HFTH・IT）による他のスフィンゴ糖脂質の水解
　　大豆由来のGluCer、ラクトシルセラミド（LacCer、　Avanti　Polar　Lipids，　lnc．）、
　およびモノシアロガングリオシドGM3（GM3、　HyTest，　Ltd．、フィンランド）
　をそれぞれ200nmol添加したPYG培地（3　mL）でHFTH－1Tを37°Cで10
　時間培養した。培養後、培養液中のセラミド、GluCer、　LacCer、およびGM3
　をTLCで分離し、上述の比色分析により定量した。
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マウス糞中微生物培養系への単離菌株HFTH・1T添加がGluCer水解に及ぼす影
?
　　マウス10頭から新鮮糞（2g湿重量）を採取し、　CO2置換しながらPYG
　培地（100mL）に懸濁して、バイアル（15mL1バイアル）に分注した。糞中
　微生物培養系（2　x　10io　cfulmL）にHFTH－1T（2　x　108　cfulmL）を接種し、大
　豆由来のGluCer　l　mg（714　mmol）を添加した後、嫌気的に37°Cで培養した。
　経時的に培養を停止し、上述のHPLCを用いてGluCerの減少量を測定した。
動物試験
　　4週齢のJcl：ICR系オスマウス（日本クレア、東京）を供試し、飼育室内の
　温度を21－24°Cに、湿度を50－70°／oに、また明暗周期を12時間に設定した。
　マウスはプラスチックケージ中で飼育し、飼料としては、ラット・マウス用
　粉末飼料AIN－76（日本クレア、スフィンゴ脂質を含まない）を用いた（第3
　章）。飼料と水は自由摂取とした。試験は、1区3頭で実施した。全般的飼育・
　管理は、明治大学実験動物取り扱い指針に従って行なった。
マウスの盲腸への単離菌株HFTH・1Tの注入がGluCer水解に及ぼす影響
　　3日間の馴化飼育の後、外科的手術によりマウスの盲腸の先端を糸で腹壁に
　縛って固定し、シリンジを用いた盲腸への試料の注入を行えるようにした。
　手術の3日後から7日間HFTH－1T（108　cfu）を盲腸内に直接注入した。HFTH－1T
　投与3日目から5日目（3回）にGluCer溶液（7－nitro－2－1，3－benzoxadiazol－4－yl
　【NBD、蛍光色素】－GluCer　41μg／mL　［50　nmol／mL］【　Avanti　Polar　Lipids，　Inc．、AL】、
　GluCer［トウモロコシ胚芽由来】2．5　mglmL、および296（wlv）タウロコール
　酸ナトリウムを含むPBS）を0．1　mL盲腸に注入した。　GluCer投与の翌日か
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ら5日間糞を採取した。HFTH－1T投与から8日目にマウスを屠殺し、盲腸お
よび結直腸を採取した。なお、試験期間中は毎日、摂食量と体重を測定し、
また糞の性状を観察した。
　糞および腸管組織に含まれる脂質の抽出は、C－M混液（2：1，vlv）を用いて
常法に従って行った。抽出した総脂質をHPTLCプレート（Silica　gel　60，10
×10cm；Merck，　Whitehouse　Station，　NJ）に着点し、展開溶媒としてクロロ
ホルム＋メタノール＋25％アンモニア水（90：20：0．5、v／v）を用いて展開し
た。Fluorlmager　595（Molecular　Dynamics，　Sunnyvale，　CA）を用いて、レー
ザー強度700V、励起波長488　nm、蛍光波長530　nmの条件下でTLCプレ
ートを撮影しJmageQuaNT（Molecular　Dynamics，　Sunnyvale，　CA）を用いて
解析した。
単離菌株HF’rH・1Tの形態学的、生理学的、および生化学的性状
　　PYG培地でHFTH－1Tを37°Cで72時間培養し、細胞の形態、芽胞形成の有
　無、およびグラム染色性を調べた（4）。グルコースからの発酵産物を調べる
　ために、上述の増殖培地からマルトースとセロビオースを除いてグルコース
　を5．O　g1Lに増やした培地（培地A）でHFTH－1Tを37°Cで8時間培養し、前
　述の方法でHPLCを用いて有機酸を定量した（5）。基質の資化性は以下の方
　法で調べた。即ち、培地Aのグルコースをマルトース、マンノース、マンニ
　トール、ガラクトース、フルクトース、ラクトース、イヌリン、ラフィノー
　ス、ソルビトール、アラビノース、キシロース、キシラン、セロビオース、
　デンプン（ポテト）、アビセル、ペクチン、およびフルクトオリゴ糖（391L）
　のいずれかに置き換えて培養し、増殖（OD600）の有無を調べた。
　　レシチナーゼとリパーゼの活性は以下の方法で調べた。即ち、レシチン（ホ
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スファチジルコリン、PC）またはトリオレイン（トリグリセリド、　TG）を添
加したPYG培地でHFTH－1Tを37°Cで24時間培養し、それぞれの培養混液
から上述の方法で総脂質を抽出して、TLCを用いて分離した。展開溶媒とし
て、PCの分離を目的としたクロロホルムーメタノールー水一酢酸（65：25：4：1、vlv）
およびTGの分離を目的としたC－M（95：5、　vlv）を用いた。展開後、50％硫
酸をTLCプレートに噴霧し、120°Cで15分間加熱し、スポットを検出した。
Personal　Density　Scanning　lmager（Molecular　Dynamics、　CA）を用いてTLC
プレートを撮影し、ImageQuaNT（Molecular　Dynamics）を用いてPCおよ
びTG量を見積もった。HFTH－1Tによるオロチン酸水解能はC．　oroticum　JCM
1429Tを正の対照として用いてReynoldsらの方法で検定した（6）。
16S　rDNA　E列の系統学的解析
　　HFTH－1Tの16S　rDNAはゲノムDNAからユニバーサルプライマーである
　27f（5’－AGAGMGA’TCCTGGCTCAG－3’、　E．　co〃の16S　rRNAの塩基番号第
　8番から第27番の位置に相当）および1525r
　（5’－AAAGGAGG丁GA丁CCAGCC－3’、　E　co〃の16S　rRNAの塩基番号第1543
　番から第1525番の位置に相当）を用いたPCRにより増幅した。　PCR産物は
　QIAquick　spin　PCR　purification　kit（Qiagen　GmbH、ドイツ）を用いて精製し
　た。塩基配列のシークエンスは以下のプライマーを用い、BigDye　Terminator
　cycle　sequencing　kit（Applied　Biosystems、　CA）とABI　PRISM　310Genetic
　Analyzer（Applied　Biosystems）を用いて行った。即ち、用いたプライマーは
　9F（5’－GAG’1”1’TGATCCTGGCTCAG－3’、　E．　co〃の16S　rRNAの塩基番号第9
　番から第27番の位置に相当）、515F（5’－GTGCCAGCAGCCGCGGT－3t、E　co〃
　の16S　rRNAの塩基番号第515番から第531番の位置に相当）、785F
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（5’－GGATTAGATACCCTGGTAGTC－3’、E　co〃の16S　rRNAの塩基番号第785
番から第805番の位置に相当）、1099F（5’－GCAACGAGCGCAACCC－3‘、E　co〃
の16S　rRNAの塩基番号第1099番から第1114番の位置に相当）、1541R
（5’－AAGGAGGTGATCCAGCC－3’、　E．　co〃の16S　rRNAの塩基番号第1541
番から第1525番の位置に相当）、1115R（5’－AGGGTTGCGCTCGTTG－3’、　E
oo〃の16S　rRNAの塩基番号第1115番から第1100番の位置に相当）、802R
（5’－TACCAGGGTATCTAATCC－3’、　E　co〃の16S　rRNAの塩基番号第802番
から第785番の位置に相当）、および536R（5’－GTATTACCGCGGCTGCTG－3’、
E．oo〃の16S　rRNAの塩基番号第536番から第519番の位置に相当）を用い
た。配列はCLUSTAL　X（Version　1．83）ソフトウェアを用いてアライメントし
（7）、手動で調整した。Eubacterium〃mosum　ATCC　8486T（M59120）をアウ
トグループとして用いた。進化距離はKimuraの2パラメーターモデルを用い
て計算し、系統樹は近接結合法（neighbor－joining　method）を用いて作成した
（8）。分岐部の信頼度は反復回数1000回のブートストラップ分析により決定
した（9）。
　HFTH－1Tの16S　rDNA配列はGenBank1DDBJにおいてアクセッション番号
AB439724として登録されている。
クラスターおよび種特異的ブライマーを用いたHF’rH・1Tの16S　rDNA配列の特
性の解析
　　上述の方法で16S　rDNAを調製し、HFTH－1Tの同定を目的としたPCRの鋳
　型DNAとして用いた。プライマーとしてC’ostridiumサブグループ
　　（Clostrid’um　cluster　I，　C’ostridium　cluster　Xl，　and　Clostridium　cluster　XIV）
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（10）に対する特異的プライマーを用いた（Table　4－1）。　PCRは以下のよう
に行った。即ち、94°Cで5分間変性させ、続いて94°Cで20秒間の変性、
63°C（C／ostri（加m　cluster　l）、58°C（C’ostridium　cluster　Xl）、および52°C
（C’ostridium　cluster　XIV）で30秒間の2本鎖形成、および72°Cで2分間の
伸長反応を45サイクル行った。PCR産物をアガロースゲル上で電気泳動し、
エチジウムブロマイドで染色し、UVトランスイルミネーションにより検出し
た。
Table　4・1。Sequences　of　primers　specific　to　genus　sub－gro叩and　species．
Target　bacteria　and　primerOligonucleotide　sequence（5’→3’）
C’ostridium　cluster　1
　Forward　primer，　Cl－Fl
　Reverse　primer，　Cl－R2
Closオ〃d／um　cluster　Xl
　Forward　primer，　CXI－Fl
　Reverse　primer，　CXI－R2
C’ostrid’um　cluster　XIV
　Forward　primer，　CXIV－Fl
　Reverse　primer，　CXIV－R2
TACCHRAGGAGGAAGCCAC
GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT
ACGCTACTTGAGGAGGA
GAGCCGTAGCCTTTCACT
GAWGAAGTATYTCGGTAτGTCTACGCWCCCTTTACAC
結果
GluCer水解菌の単離
　イヌ10頭の糞から600以上の菌を単離し、その中からGluCer水解能を持つ
菌を2菌株見つけた。その2菌株のうちの1菌株の方がトウモロコシ胚芽由来
のGluCerと大豆由来のGluCerの両方を水解する能力が高かった（データは省
略）。そのため、GluCer水解能の高い方の単離菌株をHFTH－1T株と命名し、以
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下の実験に用いた。
GtuCer、セラミド、およびスフィンゴイドの定量
　GluCer、セラミド、およびスフィンゴイドはFig．4－tで示したように十分に
分離され、定量法が確立できた。
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Fig．4－1．　Analysis　of　sphingo賄pids　by　HPLC
　Cer：ceramide，　So：sphingoid
　The　dotted　line　indicates　the　concentration　of
　solvent　B　in　the　eluting　solvent．
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単離菌株HFTH・ITの培養混液におけるスフィンゴ糖脂質の水解
　　GluCerを添加したPYG培地でHFTH－1Tを培養したところ、　GluCerは時
　間の経過とともに水解され、16時間の培養後には実質的に100％のGluCer
　がセラミドに変換された（Fig．4－2）。セラミドの分解産物であるスフィンゴ
　イドは全く検出されなかったため、HFTH－1Tはセラミドを分解しないと考え
　られる。ほとんどのGluCer水解活性が培養液上清で見られたことから（デー
　タは省略）、GluCer水解酵素は培地中に分泌されると考えられる。一方、
　HFTH－1TはLacCerもGM3も水解できなかった（Table　4－2）。
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Fig．4・2．　Hydrolysis　of　GluCer　by　strain　HFTH・1T．
Bars　indicate　SE（n＝3）．
Symbols　indicate　growth（○），　GluCer（●），　and　ceramide（▲）．
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Table　4■2・Hydrolysis　of　different　glycosphingolipids　by　strain　HFTH・1T．
Hydrolysis★
　（％）
Products（％）
Substrate Structure
Ceramide　Othersphingoids
GluCer　　Gluβ1－1’Cer
LacCer　　Galβ1－4Gluβ1－1℃er
GM3　　　　NeuAcα2－3Galβ1－4Gluβ1－1’Cer
100
　0
　0
100
　0
　0
（???
★Decrease　in　substrate．
マウス糞中混合微生物培養系へのHFTH・ITの添加がGluCerの水解に及ぼす影
?
　　マウスの糞中混合微生物培養系（2×1010cfulmL）にHFTH－1Tを1°／o（2×108
　cfulmL）添加したところ、徐々にGluCer減少量が増加した（Fig．4－3）。HFTH－1T
　を添加していないマウスの糞中微生物培養系ではGluCerは減少しなかった
　ことから、この結果はHFTH－1Tの添加によりGluCerが水解されたことを示
　すと考えられる。
マウスの盲腸への単離菌株HFTH・1Tの注入がGluCer水解に及ぼす影響
　　すべての区において、摂食量や体重の減少、下痢などの異常を示すマウス
　はいなかったので、手術の影響は殆どないと考えられる。マウスの盲腸内に
　NBD－GluCerを直接注入し、糞中NBD－GluCer量を測定したところ、投与量
　の約1t・°fOが排泄された（Table　4－3）。しかし、　HFTH－1↑も注入した場合には、
　糞中からNBD－GluCerは検出されなかった。また、糞中にNBD標識されたセ
　ラミドおよび脂肪酸も全く検出されなかった。更に、腸管組織中でもNBD標
　識された脂質は全く検出されなかった（データは省略）。
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Fig．4・3．　Effect　of　the　addition　of　strain　HFTH唇IT　on　GluCer　hydrolysis　in
cultures　of　mixed　fecal　bacteria　from　mice．
Bars　indicate　SE（n＝3）．
Symbols　indicate　cultu　res　with（●）or　without（▲）added　strain　HFTH－IT．
Table　4・3．　Ef『ect　of　the　injection　of　strain　HFTH・1下into　the　cecum　on　the
hydrolysis　of　GluCer　in　the　large　intestine　of　mice．
NBD－GluCer
　　injected
（nmollhead）
Excretion　in　feces（nmol／head）
Group 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NBD－fatty
NBD。GluCer　NBD－ceramide
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acid
　　GluCer
recovery（％）
Control
GIuCer
GIuCer
＋HFTH＿1T
15
15
N．D．1）
1．7±0。3
0．1±0．1
N．D．1）
N．D．1）
N．D．1）
N．D．1）
N．D．1）
N．D．1）
11A±1．8
　　　　　　☆0．4±0．4
Data　indicate　means±SE（n＝3）．
1）Not　detected，
★ Significantly　dif「erent　from　the　GluCer　group（P＜0．01）．
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16S　rDNA配列から推定されるHFTH・ITの系統学的位置
　　HFTH－1Tの系統学的位置を知るために、16S　rDNA配列の比較分析を行い、
　16S　rDNA遺伝子のほぼ全長（1，468　bp）を決定した。　HFTH－1Tの16S　rDNA
　配列と92～95％の相同性を示す菌が多く存在し、そのほとんどが
　Ruminococcus属およびClostri（Yium属の菌であった。　H　FTH－1Tの配列データ
　を報告されている17のデータとアライメントした。16S　rDNA配列の一部で
　ある1268nt（E．　co〃の16S　rRNAの塩基番号第40番から第1449番の位置
　に相当）を用いて分析した。系統樹はHFTH－1Tと近縁であるClostri（tiumク
　ラスター－xlvに属する、15菌株のデータを用いて作成した（Fig．4－4）。HFTH－IT
　ともっとも相同性が高かったのはRuminococcus　obeumの基準株であった
　（95．3・ofO）。HFTH－1TのDNAをC’ostri（加mクラスター一一XIV特異的プライマー
　で増幅したところ、150bp（E　co〃の16S　rRNAの塩基番号第413番から第
　587番の位置に相当）のPCR産物が検出されたが、　C’ostridiumクラスター1
　特異的プライマー、およびC’ostridiumクラスターXl特異的プライマーでは
　PCR産物は検出されなかった（データは省略）。
HFTH・1Tおよび近縁種における生理学的および生化学的性状の比較
　　系統学的に、HFTH－1Tに近い菌はClostridiumクラスターXIVに属するR．
　ObeUm、　RUminOCOCCUS　SChinkii、　RUminOCOCCUS　hanSenii、　RUm’nOCOCCUS
　productus、およびC’ostri（fium　coccoidesと考えられた（Fig．4－4）。しかし、
　形態学的にはR．obeum、　Ruminococcus　schinkii、　Ruminococcus　hansenii、
　およびRuminococcus　productusは芽胞形成およびPY培地における増殖の有
　無の点においてHFTH－1Tと異なっていた。また生理学的には、　C．　coccoides
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はマンノース、マンニトール、イヌリン、ソルビトール、およびデンプン資
化性およびグルコースからの発酵産物においてHFTH－1Tと異なっていた
（Table　4－4）。
トーle’003r C’ostridium　xylano’yf’cum　ATCC　49623了（X71855）
　　　　Clostridium　amyg（ゴalinum　ATCC　BAA－501T（AY353957）
Clostrid’解ηcocco’des　DSM　2088T（M59090）
Rum’nococcus　produCtus　ATCC　27340T（X94966》
Rum’nococcus　obeum　ATCC　29174T（L76601）
HF丁H4τ｛C’osむゴd’凹πI　g’ucerase’DSM　22028T｝｛AB439724｝
Eubactθrium　rθcta’θATCC　33656T（L34627）
Eubacter九ノm　cθ”己ノ’osoルθηs　ATCC　43171T（X71860）
Ruminococcus　gauvteeui’CCRI－f6MO丁（EF529620）
　　　Eubactetium〃mosum酊CC　8486T（M59120）
Fig．4・4．　Phylogenetic　tree　showing　the　relationship　of　an　isolated
bacterium（C’ostridium　g’ucerase’HFTH・1　T》with　related　species　classified
in　the　C’Ostridium　XIV　cluster．
　　The　tree　was　constructed　by　the　neighbor－joining　method　as　described　in　the
text．　The　numbers　at　nodes　indicate　bootstrap　values　greater　than　50％（1000
replicates）・Bar，1e＋003　substitutions　per　nucleotide　position．
一87一
Table　4・4．　Characteristics　used　for　dif「erentiating　an　isolated　bacterium
（HFTH・1T》from　other　closely　related　species．
Characteristics　a） HFTH－ITC．coccoidesb）
Shape
Gram　staining
Spore　forming
Growth　condition
Growth　in　PY　broth
Acid　produced　from
　Glucose
　Maltose
　Mannose
　Mannitol
　Galactose
　Fructose
　Lactose
　lnu駐n
　Raf行nose
　Sorbitol
　Arabinose
Xylose
　Xylan（oat　spelts）
　Cellobiose
　Starch（potato）
　Cellulose（avicel）
Pectin
　Fructo－oligosaccharide
Fermentation　　products
glucose　d）
Enzyme　activity
　　しecithinase
　　Lipase
Orotic　acid　hydrolysis
f m
Short　rod
　　　十
　　　十
Anaerobic
　　　十
十
十
十
??
十
十
十
??
十
十
十
十
A，F，　L
Cocci
　十
　　　十
Anaerobic
　　　十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
　　十
N．T．　c）
N．T．　c）
N．T．　c）
N．T．　c）
N．T．　c）
S，（A）
a）＋，positive；一，　negative．
b）Data　from　Ref．11　and　12．
c）Not　tested．
d）A，F，　L　and　S・ep・esent　acet・t・，　f・・m・t・，　lact・t・，・and・succinat・，・e・pectively．
The　amounts　of　these　acids　produced　were　in　this　order．
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　　　　　　　　　　　　　　　　考察
　GluCerからセラミドへの変換能が高い新規の菌株（HFTH－1T）をイヌの糞か
ら発見した。HFTH－1TはGluCerを水解したが、　LacCerとGM3を水解しなかっ
たので、HFTH－1TのGluCer分解酵素はGluCerを特異的に水解するグルコシル
セラミダーゼ（GluCerase）であると考えられる。土壌から単離された
Paenibac〃’us属TS12株のβ一グルコシダーゼは合成GluCer（脂肪酸：C12：0、
スフィンゴイド：スフィンゴシン）を水解できるが、天然のGluCerを水解でき
ないと報告されている（13、14）。これに対し、HFTH－ITは分子構造としてC14
～24の脂肪酸および様々なスフィンゴイド（スフィンゴシン、4一ヒドロキシート
ランスー8一スフィンゲニン、トランスー4，トランスー8一スフィンガジエニン、およ
びトランスー4，シスー8一スフィンガジエニン）を持つ大豆由来とトウモロコシ由来
のどちらのGluCerも水解した。これまでに知られている全ての植物性GluCer
はこれらと似たような脂肪酸およびスフィンゴイド組成を持つことから（15、
t6）、　HFTH－1Tはほとんどの植物性GluCerを水解するものと思われる。これま
でに天然に存在するGluCerを水解する菌は報告されていないので、　HFTH－1T
が世界で初めての発見である。
　HFTH－1TはGluCerを水解するが、セラミドを分解しない。それ故、　HFTH－1T
または本菌のGluCeraseは天然のGluCerからの安価なセラミド製造にとって
有益であると考えられる。一方、マウス糞中混合微生物培養系に対してHFTH－IT
を添加したところ、GluCer水解量が顕著に増加したので、　HFTH－1Tは腸管内で
も増殖できると思われる。また、盲腸内に直接GluCerを注入した試験では、
HFTH－1Tの同時注入により糞中に排泄されるGluCer量が減少した。そのため、
HFTH－1Tが大腸内で増殖し、　GluCer水解を増強したと考えられる。一方、腸管
組織中および糞中にセラミドや脂肪酸が検出されなかったことから、GluCerの
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水解（分解）生成物は吸収されて全身に回ったと思われる。つまり、HFTH－1T
は大腸におけるGluCer水解を増強し、スフィンゴ脂質の吸収を促進する可能性
がある。
　一方、HFTH・・1Tをマウスに経ロ投与しても急性毒性を示さなかった（データ
省略）。このように、HFTH－1Tは、食餌性GluCerを吸収されやすいセラミドに
変換することを目的としたプロバイオティクスとして用いることができると思
われる（17、18、19）。また、GluCerをHFTH－1Tと同時に投与すれば、健康に
対してさらに大きな効果を及ぼすであろう（バイオジェニックス）。
　16S　rDNA配列を基に作成した系統樹およびC／ostridiumクラスターXIV特異
的プライマーを用いたPCR産物の増幅により、HFTH－1TがC’ostridiumクラス
ターXIVに属することが示唆された。系統学的には、　HFTH－1Tは多くの
Ruminococcus属にも近いが、本菌は有芽胞の絶対嫌気性であることから、
Clostridium属の菌株であると考えられた。　H　FTH－1Tの形態学的、生理学的、お
よび生化学的性状を調べた結果、本菌はC’ostridiumクラスターXIVに属する他
の菌株と特性が明らかに異なっていた。これらのデータから、HFTH－1Tが
C’ostridium属の新種であることが確認された（Clostridium　g’ucerase’と命名）。
Clostridium　glucerase’sp．　nov．　t二ついての記載事項
　C’ostridium　glucerase’（glu．cera．sei．　g’uceraseiはGluCeraseを示す。つまり、
GluCeraseを持つ菌であることを意味する。）本菌はグラム陽性、絶対嫌気性、
レシチナーゼおよびリパーゼ陰性、芽胞形成桿菌、直径0．8～1　．Opmおよび長
さ2．3～3．O　pmである。　PYGアガー培地ではコロニーは白く、円滑な表面と縁
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をした円形である（1日培養後、コロニーは直径1～1，5mmとなる）。　PYG培
地（液体および寒天）を用いて嫌気条件下でよく増殖する。増殖可能温度は25
～45°Cであるが、至適増殖温度は37°Cである。また、至適増殖pHは7．0であ
る。グルコース、マルトース、ガラクトース、フルクトース、ラクトース、イ
ヌリン、ラフィノース、キシロース、キシラン、セロビオース、デンプン、ペ
クチン、およびフルクトオリゴ糖を資化する。グルコースを基質としたときに
生成する有機酸は酢酸、ギ酸、および乳酸である。GluCerを水解し、セラミド
を生成する。オロチン酸は水解しない。
　基準株はHFTH－1T（零DSM　22028T＝NBRC　104932T）であり、日本において、
健康なイヌの糞から単離された。
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　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　イヌの糞からグルコシルセラミド（GluCer）水解能の高い菌を発見し、
HFTH－IT株と命名した。HFTH・・1T株は様々な分子種を持つ天然のGluCerを水解
するが、ラクトシルセラミドとモノシアロガングリオシドGM3は水解しなかっ
たことから、HFTH－1TはGluCer特異的グルコシルセラミダーゼを持つと考えら
れた。HFTH－1TはGluCerをセラミドまでしか分解しないので、本菌株は植物性
GluCerからのセラミド製造に適していると思われる。マウス糞中混合微生物培
養系にHFTH－ITを添加したところ、　GluCer水解量が顕著に増加した。また、盲
腸内に直接GluCerを注入したところ、HFTH－ITの同時注入により糞中に排泄さ
れるGluCer量が減少したので、　HFTH－1Tは大腸内で食餌性GluCerから吸収さ
れやすい形であるセラミドへの転換を増加させると考えられる。16S　rDNA配列
の系統学的解析およびサブグループ特異的プライマーを用いたPCR増幅を行っ
た結果、HFTH－1TはC／ostridium属のクラスターXIVに属し、　Ruminococcus
obeumと最も系統的に近いことが示された。　HFTH－1Tの表現型としては、グラ
ム陽性、絶対嫌気性、レシチナーゼおよびリパーゼ活性陰性、芽胞形成、およ
び短桿菌といった特徴を持つ。生理学的および生化学的試験を行った結果、
HFTH－1Tはこれまでに報告されているRuminococcus属およびC’ostridium属の
どの種とも異なっていた。つまり、本菌を新種の菌と判断し、
C’ostridium　g’ucerasei　sp．　nov．と命名した。その基準株はHFTH－1T株（＝DSM
22028T＝NBRC　104932T）ということになる。
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　Schmelz，　E．　M．，　K，　J．　Crall，　R．　Larocque，　D．　L　Dillehay，　and　A．　H．　Merrill　Jr
1994．Uptake　and　metabolism　of　sphingolipids　in　isolated　intestinal　loops　of
mice．」．～utr．，124：702－712．
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第5章
スフィンゴ脂質の経皮投与がアトピー性皮膚炎に
　　　　　　　　　　及ぼす緩和効果
　　　　　　　　　　　　　　　　序
緒言で述べたように、アトピー性皮膚炎の患者においては角質層のセラミド量
が減少していると報告されていることから（1－3）、セラミドはこれらの疾患と
関連があると考えられている。角質層のセラミド量が減少する原因として、ア
トピー性皮膚炎の患者ではGluCer－SM一デアシラーゼ活性の上昇が生じること
から（46）、結果としてセラミドの減少およびグルコシルスフィンゴシンとス
フィンゴシルポスホリルコリンの増加が起こることが挙げられる。これらのこ
とから、皮膚障害、特にアトピー性皮膚炎の発症の予防・抑制および（または）
症状の改善をするには、角質細胞間脂質中のセラミドの割合を高めることが望
ましいと考えられる。しかし、上述の通りアトピー性皮膚炎の患者では
GluCer－SM一デアシラーゼ活性の上昇が生じていることから、角質細胞間のセラ
ミド量があまり増加しないと思われる。さらに、セラミドが腸管から吸収され
易いのに対し、GluCerは吸収されにくいことが報告されているので（7）、皮膚
においてもGluCerは皮膚の角質層の細胞間脂質へ浸透しにくいことが容易に推
測される。これらのことから、皮膚障害の予防・抑制および／または症状の改
善を目的とした場合は、GluCerではなくセラミドとして経皮投与することが好
ましいと考えられる。
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前章で述べたように、GluCerase保有菌を見つけたので、　GluCerからのセラ
ミドの生成が可能となった。そこで、本章ではアトピー性皮膚炎のモデルマウ
スであるNCINgaマウスに対してGluCerとセラミドを経皮投与し、どちらの効
果が大きいかを調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法
実験動物
　実験1では4ヶ月齢のJcl：ICR系オスマウス（日本クレア、東京）を供試し、
実験2では5週齢のNCINgaマウス（日本チャールズリバー、神奈川）を供試
　した。飼育室内の温度を21－24°Cに、湿度を50－70％に、また明暗周期を12
時間に設定した。マウスはプラスチックケージ中で飼育し、飼料としては、マ
ウス・ラット・ハムスター用飼料CE－2を用いた。飼料と水は自由摂取とした。
試験は、実験1では1区5頭、実験2では1区10頭で実施した。全般的飼育・
管理は、明治大学実験動物取り扱い指針に従って行なった。
実験1（GluCerおよびセラミドの皮膚における取り込み量の比較）
　麻酔下でマウスの背中の毛を剃り、200fOグリセロールを含んだ50　mM　KPi
（pH　7．0）に乳化したGluCer（100　pmollmL）（大豆由来、Avanti　Polar　Lipids，　lnc．，
Alabaster，　AL）およびセラミド（100　pmol／mL）（卵黄由来、　Sigma，　St．　Louis，
MO）を20μL塗布した（それぞれ2　pmol塗布）。麻酔下で4時間放置した後、
頚椎脱臼によりマウスを屠殺して、スフィンゴ脂質を塗布した背中の皮を剥い
だ。GluCerまたはセラミドを塗抹した側をクロロホルム＋メタノール（C＋M、
2：1、vlv）で洗浄した。この洗浄液を濃縮し、　TLCで分離した後、水性塩酸メ
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タノールを用いて酸水解した。酸水解により生成したスフィンゴシンを抽出し、
メチルオレンジを用いたスフィンゴシン定量を行った（第4章）。
実験2（ダニ抗原によるマウスの耳におけるアトピー性皮膚炎の誘発）
　皮膚炎の誘発はGaoらの方法に従って行った（8）。即ち、　Tween　20を20／o
含んだリン酸緩衝生理食塩水（PBS）にダニ抗原（Mite－Df、　LSL、東京；80
mglmL）を溶解したダニ抗原溶液5μLを両耳の表面に、1日おきに計11回塗
布した。ダニ抗原溶液を塗布する直前にシックネスゲージ（ミツトヨ、神奈川）
で耳の厚さを測定した。対照区のマウスにはダニ抗原溶液の代わりにTween
20を2％含んだPBSを塗布した。試験開始から22日目に、採血および脾臓
の採取を行った。
GluCerおよびセラミドの乳濁液の調製および塗布
　GluCer（トウモロコシ胚芽由来）は辻製油（松坂、三重）から提供されたも
のを第4章で述べた方法で純度約80％まで精製した。セラミドは、上述の
GluCerを含むPYG培地でC’ostridium　g’ucerase’HFTH－1Tを培養し、調製し
た（純度約80％）。このGluCerおよびセラミドを400　nmollmLとなるように
ポリアクリル酸O．3％（wlv）溶液に添加し、超音波処理により乳化した。これ
　らの乳濁液5pLを両耳の外側表面に毎日塗布した。スフィンゴ脂質を塗布し
ない区では乳濁液の代わりにスフィンゴ脂質を含まないポリアクリル酸O．3％
溶液を塗布した。
血清中免疫グロブリン量の測定
　第3章で述べた方法により回収した血液を室温で30分間放置した後、遠沈
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し（1，000×g、5分）、血清を得た。血清は使用するまで一80°Cで保存した。免
疫グロブリン量の測定は、ELASAキット（Bethyl　Laboratories，　Inc．，
Montgomery，TX）を用いて、付属のマニュアルに従って行った。総IgE量は原
液のまま、総IgG量は10，000倍希釈して測定した。
リンパ球によって分泌されたサイトカインの測定
　脾細胞は、第3章で述べた通りに調製した。即ち、脾臓をKPi－BSAに入れ、
押しつぶしてしてリンパ球を取り出した。赤血球は赤血球溶解緩衝液（14mM
NH4Cl，17　mM　Tris，　pH　7．6）に5分間浸すことにより除去し、リンパ球は
KPi－BSAで1度洗浄した。細胞を1×107個1mLとなるように、10％（vlv）
FBS、2mM　L一グルタミン、ストレプトマイシン（20　mg／L）およびペニシリ
ン（20　kunitslL）を添加したRPMI1640培地2mLに懸濁した。細胞を35　mm
の培養皿に移し、気相中のCO2濃度を5％に設定したインキュベーターを用い
て37°Cで72時間培養した。培養後、遠沈（5，000xg、10分、4°C）により培
養上清を回収した。この培養上清をサンプルとして、IFN一γ（gamma）および
lL－4量をELISAによって測定した。
組織学的解析
　耳をプアン液で固定し、パラフィンに包埋した。5ymの切片を作成し、脱
パラフィン後、ヘマトキシリン・エオジンで染色して鏡検した（9）。
統計分析
　正規分布のデータをone－way　ANOVAによって分析し、　F－testで有意差があ
った場合にTukey’s　testを行なった。有意差はP＜0．01およびP＜0．05を基
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準にし、有意傾向はP＜0．1を基準として評価した。データは平均値±SEで記
載した。すべての統計分析はSigmaStat　Statistical　Anaiysis　System（Jandel
Scientific，　San　Rafael，　CA）を用いて行なった。
　　　　　　　　　　　　　　　　結果
皮膚におけるGluCerおよびセラミドの取り込み量の比較
　マウスの皮膚にスフィンゴ脂質を塗布し、4時間放置した後、皮膚表面のス
フィンゴ脂質の残存量（皮膚内に吸収されなかったスフィンゴ脂質）を測定し
た。その結果、セラミドの方がGluCerよりも残存量が有意に少なかった（Table
5－1）。
Table　5・1．Penetration　of　sphingolipids　into　the　skin　of　mice．
Sphingolipids Amount（ymol）1）Recovery（％）
GluCer
Ceramide
1．32±0．10a
1．00±0．06b
66±4a
50±3b
1）The　amount　remaining　on　the　skin　surface．
Data　are　expressed　as　means±SE（n＝5）．
a’bMeans　with　nO　common　supersc巾t　Ietters，　within　a　column，　significant
　differ（n＝5，　P＜0．05）．
ダニ抗原誘発アトピー性皮膚炎に対するスフィンゴ脂質の効果
　NCINgaマウスは飼育環境によってはアトピー性皮膚炎が自然発症すること
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があるが（10）、対照区には耳の炎症や血清中IgEの上昇などの症状を示すマ
ウスはいなかった（Fig，5－1～5－3）。ダニ抗原を塗布したマウスでは13日目か
ら耳に炎症が生じ、耳が厚くなり始めた（Fig．5－1）。一方、　GluCerとセラミ
ドの塗布はどちらも15日目から耳が厚くなり始めたが、17日目以降はセラミ
ドを塗布した区のマウスの方が症状が軽度であった（Fig．5－1；Mite　antigen＋
GluCer，　Mite　antigen＋ceramide）。
（??》??????」?」?↑????」???
0．35
0．30
0．25
0．20
0．15
0．10
0．05
0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（day）
Fig．5・1．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the
increase　of　ear　thickness　in　mice．
　●：Control，▲：Mite　antigen，■：Mite　antigen＋GluCer，
　◆：Mite　antigen＋ceramide
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　Ietters，　at　each　time　point，　indicate
　　　　signifi　cant　diffe　rence（P＜0．05）．
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ControI
B
Mite　antigenMite　antigen　　Mite　antigen
　＋GluCer　　＋ceramide
　　　　　　　Control　　　Mite　antigen　　Mite　antigen　Mite　antigen
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋GluCer　　＋ceramide
Fig．5－2．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the　total
serum　lgE《A》and　lgG（B）levels　in　mice．
　Bars　indicate　SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　letters　differ　significantly（P＜0．05）．
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血清中免疫グロブリン量
　血清中総lgE量は、ダニ抗原の塗布により増加し、スフィンゴ脂質の塗布に
より緩和されたが、その効果はセラミドの方が大きかった（Fig．5－2A）。一方、
血清中総lgG量は、ダニ抗原およびスフィンゴ脂質の塗布による影響はなかっ
た（Fig．5－2B）。
Thl1Th2バランスに与えるGluCerとセラミドの塗布の影響
　脾細胞中のThl1Th2バランスを調べるために、試験終了時にマウスの脾臓を
摘出し、脾臓リンパ球を培養し、その培養上清中に分泌されたIFN一γ（Th1
型サイトカイン）と1L－4（Th2型サイトカイン）を測定した。　IFN一γ量は、ダ
　ニ抗原の塗布により半分以下に減少したが、GluCer塗布およびセラミド塗布
のいずれによっても有意に緩和された（Table　5－2）。一方、　IL－4量は、ダニ抗
原の塗布により増加したが、この場合もGluCer塗布およびセラミドの塗布の
いずれによってもその増加が有意に緩和された（Table・5－2）。しかし、　GluCer
とセラミドとで、効果の有意な差は認められなかった。
Table　5・2．　Effect　of　GluCer　and　ceramide　swabbing　on　IFN・Y　and　IL・4
concentrations　in　the　supernatant　of　spleenic　lymphocyte　cultures．
Treatment　groupCytokine　concentration（pglmL）
lFN一γ IL－4
Control
Mite　antigen
Mite　antigen＋GluCer
Mite　antigen＋ceramide
630±65a
282±26b
590±48a
599±68a
14±2b
30±4a
16±4b
13±1b
Values　are　means士SE（n＝10）．
a’bMeans　with　no　COmmon　supersc巾t　IetterS，　within　a　column，　significantly
　dif「er（P＜0．05）．
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病理組織学的所見
　ダニ抗原の塗布により、表皮の肥厚とひび割れや、真皮におけるリンパ球や
穎粒球などの炎症性細胞の凝集などが観察された（Fig．5－3B）。しかし、GluCer
またはセラミドの塗布により、表皮のひび割れは緩和された（Fig．5－3C，　D）。
また、真皮における炎症性細胞の凝集は、GluCerまたはセラミドを塗布した
マウスでも見られたが、その症状は軽減されていた。GluCerとセラミドとで、
明確な効果の相異は見られなかった。
、
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Fig．5・3．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the
histology　of　ear　epithelium．
　A：Control，　B：Mite　antigen，　C：Mite　antigen＋GluCer，
　D：Mite　antigen＋ceramide
　a：Eρidermis，　b：Dermis，　c：ln刊ammatory　cells　（lymphocytes，
　granulocytes，　etc．），　d：lnterstice　site．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　考察
　マウスの皮膚表面に残存するスフィンゴ脂質量を測定したところ、GluCerよ
りもセラミドの方が有意に少なかった（Table　1）。このことから、皮膚に塗布す
る場合はセラミドの方がGluCerよりも皮膚内に透過しやすいと考えられる。マ
ウスよりもヒトの方が皮膚の角質層が硬く厚いことを考慮すると、ヒトの場合
には更に透過性の差が大きくなると思われる。つまり、セラミドの形にするこ
とによって、肌の保湿効果やバリア機能の増強効果が顕著に増大すると推測さ
れる。
　上述のことから、次にアトピー性皮膚炎に対するスフィンゴ脂質の効果につい
て調べた。報告されているように（8）、ダニ抗原の塗布により耳の厚さが増加
することが確認された。スフィンゴ脂質の塗布により、耳が厚くなり始める時
期が遅くなったことから、GluCerとセラミドの両方ともアトピー性皮膚炎の予
防効果を持つと考えられる。また、耳が厚くなり始めた後はセラミドの方が大
きく症状が軽減されたことから、GluCerよりもセラミドの方が症状の緩和効果
が高いと考えられる。この原因として、GluCerとセラミドの皮膚に対する透過
性の差が挙げられる。一方で、アトピー性皮膚炎の患者ではGluCer－SM一デアシ
ラーゼ活性の上昇が生じることから（46）、マウスにおけるダニ抗原誘発アト
ピー性皮膚炎においてもGluCer－SM一デアシラーゼ活性が上昇し、　GluCerから
のセラミド生成量が減少すると推測されるが、このようなこともGluCerとセラ
ミドとで効果の差が現れたことの一因であろうと思われる。
血清中総IgE量はダニ抗原の塗布により著しく増加したが、セラミドの塗布に
よりその増加が有意に抑制された。lgE産生は抗原（アレルゲン）の侵入により
誘導されるので、セラミド塗布区のlgE量が少なかったのは皮膚のバリア機能
が増強されたことによると推測される。一方、GluCer塗布区において有意な抑
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制が見られなかったのは、上述の通り、GluCerは皮膚のバリア機能の増強効果
が低いためであろうと考えられる。なお、血清中総lgG量はアトピー性皮膚炎
の症状が重篤になると増加すると報告されているが（10）、本試験ではどの試験
区のマウスにおいても増加しなかったので、今回は症状がやや軽度であったと
考えられる。
　　Th11Th2バランスを調べるために、脾細胞培養上清中のIFN一γおよびIL－4
量を測定したところ、ダニ抗原の塗布によりIFN一γ量が減少し、　IL－4量が増加
した。アトピー性皮膚炎を含むアレルギー疾患の患者や実験動物ではThl／Th2
バランスがTh2側に傾くと報告されているが（M）、本試験においてもIFN一γ
量の減少が観察されTh　l　1Th2バランスがTh2側に傾くことが確認された。しか
し、GluCerとセラミドの塗布はダニ抗原によるIFN一γの減少とIL－4の増加を緩
和し、Thl1Th2バランスを維持した。　Th2型サイトカイン、特にIL－4はB細胞
からlgE産生細胞へのクラススイッチを促進する働きを持つと報告されている
（12，13）。それ故、GluCerとセラミドはアトピー性皮膚炎の一側面を緩和した
と考えられる。GluCerとセラミドとで効果に違いが認められなかったことは、
今回の実験条件ではアレルゲンの侵入量の違い（皮膚のバリア機能の増強効果
の違い）がTh1やTh2の数に影響を及ぼすほどには大きくなかったからであろ
う。
　マウスの耳の上皮組織切片を鏡検したところ、ダニ抗原の塗布により、表皮の
肥厚とひび割れ、真皮におけるリンパ球や穎粒球などの炎症性細胞の凝集など
が観察された。ダニ抗原と共に、GluCerまたはセラミドを塗布したところ、表
皮のひび割れおよび真皮における炎症性細胞の凝集が緩和されたことから、
GluCerとセラミドは皮膚のバリア機能を増強したと考えられる。しかし、この
場合もGluCerとセラミドとで効果に違いが認められなかった。これは上述の理
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由によるものであろうと思われるが、ダニ抗原の塗布量を少なくして（自然に
皮膚に付着するような量）長期間の効果を調べれば、恐らく違いが表れるであ
ろう。つまり、GluCerよりも少ない量のセラミドでアレルゲンの侵入を大きく
抑制することができるであろう。
　以上要するに、スフィンゴ脂質の塗布はマウスにおけるアトピー性皮膚炎の発
症を遅延するが（予防効果）、症状が現れた後はセラミドの方が症状の緩和効果
が高いと考えられる。この差はGluCerとセラミドの透過性の差や角質層におけ
るGluCerからのセラミド生成速度などが関係しているのであろう。これらの結
果から、植物中に存在するGluCerからのセラミド製造の重要性が高まり、第4
章で述べた（）．　g／ucerasei　HFTH－1Tがそのような利用価値ももつと考えられる。
一107一
　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　マウスの皮膚におけるグルコシルセラミド（GluCer）とセラミドの透過性を調
べたところ、セラミドの方が透過しやすかった。そこで次に、ダニ抗原誘発ア
トピー性皮膚炎に対するGluCerおよびセラミドの効果についてマウスを用いて
調べた。マウスの耳にダニ抗原を塗布したところ、塗布部に炎症が生じ、耳の
厚さが増加したが、スフィンゴ脂質の塗布により耳の厚さが増加する時期が遅
延した。更に、セラミドでは症状の緩和効果も認められた。一方、皮膚におけ
るダニ抗原の侵入により血清中総lgE量が増加したが、セラミドの塗布により
血清中総lgE量の増加が抑制された。また、ダニ抗原の塗布によりThl1Th2バ
ランスがTh2側に傾いたが、GluCerおよびセラミドの塗布によりTh1／Th2バラ
ンスが対照区と同様に維持された。以上の結果から、GluCerとセラミドのどち
らもアトピー性皮膚炎に対する効果を持つが、セラミドの方がGluCerよりも効
果が高いと考えられた。これらのことから、C．　g’ucerase’HFTH－1Tを用いて植
物中のGluCerからセラミドを製造することが有意義と言えるであろう。
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総括
代表的スフィンゴ脂質であるスフィンゴミエリン（SM）とグル⊇シルセラミ
ド（GluCer）をサプリメントとして用いてヒトやペット動物の健康維持・増進
および疾病予防・抑制を図ること目的とし、動物に対するスフィンゴ脂質投与
の効果について検討した。また、スフィンゴ脂質分解能を持つ菌を検索し、そ
の結果単離した菌の利用価値などについて調べた。
SMの経ロ投与が種々の効果をもつことから、食品・飼料の添加物やサプリメ
ント剤としての利用が期待される。そこで、SMを食品・飼料の添加物やサプリ
メント剤として利用することを目的として、鶏卵の卵黄およびブタの脳からの
安価で簡便なSMの調製法を検討した。その結果、卵黄の場合は総脂質を希薄
アルカリで水解した後、冷アセトンで処理したところ、SMの純度は約9396と
なり、総脂質からのSMの回収率はgoo／oであった。ブタ脳の場合は、さらに冷
ピリジン沈澱を行うことにより純度91％のSMが得られたが、　SMの回収率は
約7696であった。上述のように、操作が簡単で安価にSMを調製することが出
来たことは、ペット動物などやヒトに近いサルなどの大きい実験動物に投与し
て効果を調べることが容易になったことを意味する。将来的には、SMを食品・
飼料の添加物やサプリメント剤としてヒトやペット動物に利用する道が開かれ
るものと思われる。
　しかし、SMはセラミドやスフィンゴイドに分解されないと吸収され難いので、
分解能の高い菌を見つけ、腸管内でのその菌の数を増やすことが望ましいと考
えられる。
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　そこで、先ずSMについて調べたところ、摂取量のかなりの部分が糞中に排泄
されることが示されたので、SMの利用効率を高めるためには、腸内細菌により
SMの分解を増大させるのが好ましいと考えられた。次に、　SMの有効利用のた
めの条件およびSM分解への腸内細菌の関与についての基礎的知見を得るため
の実験を行った。先ず、マウスにSMを経ロ投与したところ、1，2一ジメチルヒ
ドラジンで誘発した結腸・直腸の異常陰窩病巣（前癌病巣）の形成が抑制され
ることが確認された。また、マウスおよびイヌの糞中のスフィンゴ脂質を分析
したところ、消化管内には内因性のSMおよびその分解生成物がかなり流入す
ることが示唆された。しかし、それだけでは大腸癌の予防・抑制には不十分で
あり、食餌性のSMを補強することが重要と考えられた。
大腸粘膜上皮細胞への取り込みのためには、SMはセラミド、特にスフィンゴ
シンに分解される必要があるが、かなりの量のSMおよびセラミドが糞中に排
泄されていたので、腸管内での分解は不十分と考えられる。マウスおよびイヌ
の腸内にはスフィンゴミエリナーゼおよびセラミダーゼを持つ腸内細菌がほと
んど存在しなかったので、SMの投与と同時にこれらの酵素をもつ菌をイヌに導
入すれば、SMの効果が高まると思われる（シンバイオティクス）。また、ヒト
ではSMを分解する腸内細菌はいなかったと報告されているので、これらの酵
素をもつ菌の導入が有意義であろう。
　これまでに、食餌性のSMおよびGluCerが大腸癌の形成を予防・抑制する可
能性が示唆されているが、その他の疾病に対する効果については調べられてい
ない。そこで、最近増加している腸疾患の一つである炎症性腸疾患（IBD）に対す
る食餌性SMの効果を調べた。その結果、　SMの経ロ投与によりデキストラン硫
酸ナトリウムで誘発したマウスのIBDの症状が緩和されることが確認された。
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また、食餌性SMは炎症の進行を抑制する働きがあることが示唆された。これ
らの結果は、食餌へのSMの添加がマウスにおけるIBDの症状を緩和すること
を初めて証明したものである。食餌性SMは大腸内lgA量を増加させたので、
SMは大腸に対するlgA分泌を促進すると考えられる。以上の結果から、　SMは
免疫機能も含めた複雑なメカニズムにより旧Dの発症を予防・抑制すると推察
される。1BDについても、大腸癌と同様に、腸内におけるSMの分解を増強すれ
ばSMの効果がさらに高まると思われる。
本研究ではSMの安価な調製法を確立し、実用化の可能性を高めた。しかし、
牛海綿状脳症（BSE）との関連から動物の脳を利用する道は困難になり、また
鶏卵も食料との競合があるので、本研究では植物の可食部でない部分に多く含
まれるGluCerを利用する道を切り開くことにした。先ず、　GluCer水解能を持
つ腸内細菌の検索を行った結果、イヌの糞からGluCer水解能の高い菌を発見し、
HFTH－1株と命名した。本菌株はGluCerをセラミドまでにしか水解しないので、
植物性GluCerからのセラミド製造に有用と思われる。マウス糞中混合微生物培
養系にHFTH－1を添加したところ、　GluCer水解量が顕著に増加したので、
HFTH－1は腸管内での食餌性GluCerの水解を増加させ、セラミドとして吸収さ
れる量を増加させる可能性がある。一方、HFTH－1を同定するために、本菌の系
統学的、生理学的、および生化学的特性を調べた。その結果、HFTH－1は
Ruminococcus属およびC’ostridium属と似ていたが、これまでに報告されてい
るどの種とも異なっていた。つまり、本菌を新種の菌と判断し、
C’ostridium　g’ucerase’sp．　nov．と命名した。天然のGluCerをセラミドに分解す
る菌は世界で初めての発見である。
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セラミドは大腸疾患だけでなく、アトピー性皮膚炎などの皮膚障害に対しても
効果を持つ可能性が示唆されている。そこで、ダニ抗原誘発アトピー性皮膚炎
に対するGluCerとセラミドの効果について検討した。マウスの耳へのダニ抗原
の塗布により炎症が生じ、耳の厚さが増加したが、GluCerとセラミドの塗布に
より症状が現れる時期が遅延した。また症状が出た後は、GluCerよりもセラミ
ドの方が症状の進行を遅くする効果が大きかった。さらに、ダニ抗原により血
清中総lgE量が増加したが、セラミドの塗布により血清中総lgE量の増加が抑
制された。これらのことから、スフィンゴ脂質、特にセラミドの塗布により皮
膚のバリア機能が増強され、またアトピー性皮膚炎を予防・抑制することが示
唆された。一方、マウスの皮膚に塗布したところ、GluCerよりもセラミドの方
が皮膚に透過し易いことが示唆されたので、化粧品としてもセラミドの方が有
効と思われた。
以上要するに、スフィンゴ脂質の経ロ投与により動物（恐らくヒトも）の種々
の大腸疾患を予防・抑制し、（）．gluceraseiによりその効果を増強できる可能性
がある。また、本菌により天然物中にその形ではほとんど存在しないセラミド
の簡便な製造が可能となり、従ってアトピー性皮膚炎などの皮膚障害に対する
利用や化粧品としての利用が期待される。
一114一
　　　　　　　　　　　　　　　　謝辞
本研究を進めるに当たり終始温かいご指導・ご鞭樋と激励を賜りました明治大
学農学部日野常男教授に心から感謝の意を表します。また、熱心な研究指導や
数々の助言を頂いた明治大学農学部浜本牧子准教授および明治大学農学部浅
沼成人専任講師に厚くお礼申し上げます。
明治製菓株式会社三輪岳宏博士および同大河原壮博士には、研究室の先輩と
して、研究の進め方だけでなく、研究に向かう姿勢をご丁寧に教えて頂きまし
た。心からお礼申し上げます。
最後に、これまで多くの助力を頂いた動物研究室の皆様方および卒業生の方々
に感謝の意を表します。
一115一
